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den	 am	 häufigsten	 auftretenden	 Krebserkrankungen	 weltweit	 [1].	 Formal	 zählt	 das	 orale	
Plattenepithelkarzinom	 zu	 den	 Karzinomen	 des	 Kopf-Hals-Bereiches	 (head	 and	 neck	
squamous	cell	carcinoma:	HNSCC),	welche	 im	Kollektiv	auf	Platz	6	der	häufigsten	malignen	








•	 Abb.	 1:	 Altersstandardisierte	 Neuerkrankungs-	 und	 Sterberaten	 für	 maligne	 Karzinome	 der	 Mundhöhle																																										




Insgesamt	 ist	die	 Inzidenz	 in	Nord-	und	Westeuropa	 in	den	 letzten	 Jahrzehnten	 für	Frauen	




1,6%	 an	 Stelle	 15.	 Im	 Jahr	 2012	 kam	 es	 bei	 12.900	Neuerkrankungen	 zu	 insgesamt	 5.393	
Sterbefällen,	wobei	 das	 Verhältnis	 von	Männern	 zu	 Frauen	 in	 etwa	 3	 zu	 1	 entspricht.	 Die	












der	 Kopf-Hals-Tumoren	 in	 der	 westlichen	 Welt	 dar	 [5,	 8].	 Diese	 Tumoren	 werden	 durch	
transformierende	Zellen	 in	der	Basalzellschicht,	welche	nach	und	nach	das	normale	Epithel	




Konsum	 von	 Alkohol	 und	 Tabak,	welche	 als	 die	 beiden	 größten	 Risikofaktoren	 gelten	 [11,	
12].	Bei	starken	Rauchern	ist	das	Risiko	um	den	Faktor	3,43	für	Mundhöhlenkarzinome	und	
6,76	 für	 Pharynxkarzinome	 erhöht	 [13].	 Dabei	 spielen	 vor	 allem	 die	 durch	 den	 Tabak	
produzierten	Präkanzerogene	Nitrosamine,	Benzopyrene	und	aromatische	Amine	eine	Rolle.	
Diese	 Stoffe	 führen	 zu	 genomischen	 Veränderungen	 in	 für	 die	 Entstehung	 von	 HNSCCs	
wichtigen	Genen,	wie	p53	[14].		





die	 durch	 Alkohol	 induzierte	 Atrophie	 des	 Epithels	 und	 die	 Beeinträchtigung	 in	 der	 DNA-










•	Abb.	 2:	 Schematische	Darstellung	der	 Karzinogenese	 eines	 oralen	Plattenepithelkarzinoms.	 Risikofaktoren	wie	 Tabak	




Ein	weiterer	wichtiger	 Risikofaktor	 stellt	 die	 Infektion	mit	 HPV	 (humane	 Papillomviren)	 in	
erster	 Linie	 bei	 jüngeren	 Patienten	 dar	 [19].	 Als	 die	 beiden	 am	 häufigsten	 assoziierten	
Virustypen	sind	hierbei	besonders	HPV	16	und	seltener	HPV	18	zu	nennen,	wobei	 sich	die	
meisten	 einer	 HPV-Infektion	 zugeschriebenen	 Plattenepithelkarzinome	 im	 Bereich	 des	
Oropharynx	 befinden	 [20].	 Ursache	 der	 karzinogenen	 Wirkung	 der	 HPV-Infektion	 ist	 die	






HPV-negativen	 Plattenepithelkarzinom,	 auch	 aufgrund	 eines	 besseren	 Ansprechverhaltens	
auf	Chemotherapie	und	Radiatio	[23].	
Die	Vorläuferläsionen	des	oralen	Plattenepithelkarzinoms	werden	in	präkanzeröse	Läsionen	
und	Konditionen	eingeteilt.	 Zu	den	präkanzerösen	 Läsionen	werden	die	orale	 Leukoplakie,	
Erythroplakie	und	die	proliferative	 verruköse	 Leukoplakie	 (PVL)	 gezählt	 [14,	 24].	Davon	 ist	










Umgebung	 möglich	 ist.	 Die	 erste	 klinische	 Manifestation	 ist	 meistens	 eine	 schmerzlose	







die	 Inzidenz	 von	 Fernmetastasen	 jedoch	 relativ	 gering	 [28].	 Sie	 wird	 mit	 einer	











beim	 TNM-System	 die	 Größe	 des	 Primärtumors	 (T1	 bis	 T4),	 lokoregionale	














































frühen	 Tumorstadien	 I	 und	 II	 und	 den	 fortgeschrittenen	 Stadien	 III	 und	 IV	 unterschieden	
[31].		
	
Tumorstadium	 Primärtumor	 Lymphknoten	 Fernmetastasen	
Stadium	0	 Tis	 N0	 M0	
Stadium	I	 T1	 N0	 M0	
Stadium	II	 T2	 N0	 M0	
Stadium	III	 T3	 N0	 M0	
	 T1	 N1	 M0	
	 T2	 N1	 M0	
	 T3	 N1	 M0	
Stadium	IVA	 T4a	 N0	 M0	
	 T4a	 N1	 M0	
	 T1	 N2	 M0	
	 T2	 N2	 M0	
	 T3	 N2	 M0	
	 T4a	 N2	 M0	
Stadium	IVB	 Beliebiges	T	 N3	 M0	
	 T4b	 Beliebiges	N	 M0	




Als	 wichtiger	 Prognosefaktor	 und	 um	 die	 Aggressivität	 eines	 malignen	 Tumors	 auf	
histologischer	 Ebene	 beschreiben	 zu	 können,	 gilt	 der	 Entdifferenzierungsgrad	 der	
Tumorzellen	 (G	=	Grading),	welcher	 in	gut	 (G1),	mäßig	 (G2)	und	schlecht	differenziert	 (G3)	
eingeteilt	wird	[27,	32].	Als	Beurteilungsgrundlagen	werden	hierfür	Zellreichtum,	Mitoserate,	
Zellpleomorphie,	 Vorliegen	 von	 Nekrosen	 und	 das	 Verhältnis	 von	 Zellen	 zu	
Interzellularsubstanz	 innerhalb	 des	 Tumorgewebes	 herangezogen	 [27].	 Allgemein	 sind	
schlecht	 differenzierte	 Tumoren	 häufig	 mit	 einer	 höheren	 Metastasierungsrate	 in	 die	
regionalen	 Lymphknoten,	 seltener	 tumorfreien	 Resektionsrändern	 und	 einer	 insgesamt	
reduzierten	Überlebensrate	assoziiert	[32].		
Als	 weitere	 wichtige	 histopathologische	 Kriterien	 zur	 Tumorprognose	 sind	 die	 Infiltration	
und	 Ausbreitung	 in	 lokoregionäre	 Lymphbahnen	 (L)	 oder	 Venen	 (V)	 und	 ein	
kapselüberschreitendes	Wachstum	bei	Lymphknotenmetastasen	zu	nennen	[33].	
Bereits	 2004	 wurde	 von	 Wenzel	 et	 al.	 aufgezeigt,	 dass	 beim	 Vorliegen	 von	
Lymphknotenmetastasen	und	besonders	einer	Kapselruptur,	die	Einteilung	in	die	T-Kategorie	
und	die	 Infiltrationstiefe	 ihren	prognostischen	Einfluss	verlieren.	Daher	beschränkt	sich	die	
prognostische	 Aussagekraft	 bei	 der	 Einteilung	 des	 Primärtumors	 nach	 Merkmalen,	 wie	
1	EINLEITUNG	
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Bei	 der	 Wahl	 der	 Therapieform	 und	 der	 Prognose	 bei	 Patienten	 mit	 einem	
Plattenepithelkarzinom	 der	 Mundhöhle	 orientiert	 man	 sich	 hauptsächlich	 an	 der	 TNM-
Klassifikation.	 Alter,	 Geschlecht	 und	 frühere	 Erkrankungen	 stellen	 darüber	 hinaus	 weitere	
wichtige	 klinische	 Parameter	 dar	 [35].	 Weiterhin	 sind	 die	 Tumorlokalisation,	 die	
Tumorgröße,	der	Lymphknotenstatus,	die	Invasion	von	Gefäßen	oder	Infiltration	von	Nerven	
und	die	Ausdehnung	ins	Hart-	und	Weichgewebe	bedeutende	Faktoren	[36,	37].	
Die	 therapeutischen	 Alternativen	 erstrecken	 sich	 dabei	 auf	 die	 chirurgische	 Resektion	 des	
Tumors,	Radiatio	oder	Chemotherapie,	wobei	jede	Therapieform	sowohl	einzeln,	als	auch	in	
Kombination	zum	Einsatz	kommen	kann	[38].		
Bei	 der	 Entfernung	 eines	 Tumors	 sind	 das	 tumorfreie	 Überleben	 und	 die	 Schonung	 bzw.	
Erhaltung	 vitaler	 Strukturen	 und	 Funktionen	 als	 vorrangige	 Ziele	 anzusehen.	 Dies	 gilt	 vor	
allem	in	der	anatomisch	und	ästhetisch	anspruchsvollen	Region	von	Kopf	und	Hals	[37].	






ist	 indiziert,	 wenn	 entweder	 im	 Rahmen	 der	 Staginguntersuchungen	 bereits	 befallene	
Lymphknoten	 festgestellt	 wurden,	 oder	 aufgrund	 der	 Tumordicke	 und	 Ausdehnung	 ein	
positiver	Befund	erwartet	werden	kann	[40].	
Die	 Entscheidung	 zwischen	 einem	 primären	 operativen	 Vorgehen	 oder	 einer	 primären	
Bestrahlung	 wird	 maßgeblich	 vom	 allgemeinen	 Gesundheitszustand	 des	 Patienten,	





voroperierten	 Patienten	 oder	 auf	 Patientenwunsch	 [38].	 Obwohl	 beide	 Verfahren	 gute	
Heilungschancen	 bei	 Erkrankungen	 in	 frühen	 Stadien	 bieten,	 gilt	 zu	 beachten,	 dass	 eine	
Bestrahlung	 gleichzeitig	 mit	 einer	 höheren	Morbidität	 gegenüber	 einer	 rein	 chirurgischen	
Behandlung	einhergeht	[41].	So	kommt	es	bei	nahezu	100%	der	Patienten	zu	einer	Mukositis	
[42].	 Des	 Weiteren	 kann	 eine	 Radiatio	 zu	 Xerostomie	 infolge	 von	 Schädigungen	 der	
Speicheldrüsen,	 Störungen	 des	 Geschmackssinnes,	 Dysphagien,	 Candidabefall	 und	
besonders	Osteoradionekrosen	führen	[41].		
Da	 ca.	 zwei	 Drittel	 der	 oralen	 Plattenepithelkarzinome	 erst	 in	 fortgeschrittenen	 Stadien	
(UICC	 Stadium	 III	 und	 IV)	 erkannt	werden,	 stellt	 eine	multimodale	 Therapie	 das	 häufigste	
Mittel	 der	Wahl	 dar	 [41].	 Diese	 besteht	 zumeist	 neben	 chirurgischen	 Eingriffen	 aus	 einer	
Bestrahlungstherapie	 oder	 einer	 kombinierten	 Radiochemotherapie.	Man	 geht	 davon	 aus,	
dass	eine	zusätzlich	zur	Radiatio	durchgeführte	Chemotherapie	einen	synergistischen	Effekt	
auf	die	Hemmung	von	DNA-Reparaturmechanismen	besitzt.	 So	 können	die	 Tumorzellen	 in	
einem	 radiosensitiven	 Zustand	 gehalten	 und	 das	 erneute	 Wachstum	 zwischen	 den	
Bestrahlungsbehandlungen	 minimiert	 werden	 [41].	 Allerdings	 muss	 hierbei	 auch	 die	
zusätzliche	toxische	Wirkung	in	Betracht	gezogen	werden	[37].			
Neben	 dem	 Standardchemotherapeutikum	 Cisplatin,	 werden	 heutzutage	 auch	 mit	
molecular-targeted	 Therapeutika	 wie	 Cetuximab,	 einem	 Inhibitor	 des	 epithelialen	
Wachstumsfaktorrezeptors	 EGFR,	 sowohl	 als	 Einzeltherapeutikum,	 als	 auch	 in	 einer	
Kombinationstherapie	gute	Erfolge	bei	der	Behandlung	von	HNSCC	erzielt	[38,	43,	44].	
Ist	 keine	 kurative	Behandlung	mehr	 indiziert,	 folgt	 eine	 rein	palliative	Behandlung.	Hierfür	
wird	meist	eine	spezielle	Bestrahlungstherapie,	die	als	Hypofraktionierung	bezeichnet	wird,	
angewandt.	Dafür	wird	die	Gesamtbestrahlungsdosis	 in	größere	Einzeldosen	aufgeteilt	und	
somit	 die	 Anzahl	 der	 Behandlungstermine	 gesenkt.	 Dadurch	 kann	 ein	 guter	 Kompromiss	


















komplexen	 Kaskade	 und	 weiterer	 Abläufe	 wird	 ein	 vollständiger	 Verschluss	 des	
entstandenen	 Defektes,	 sowie	 die	 Wiederherstellung	 der	 Funktionalität	 der	 betroffenen	
Region	 erreicht	 [47,	 48].	 Dabei	 ist	 die	 Interaktion	 und	 das	 Zusammenspiel	 von	 Zellen,	
Zytokinen,	 Chemokinen	 und	 diversen	 extrazellulären	 Matrixproteinen	 von	 essentieller	
Bedeutung	[49].	Dieser	Vorgang	kann	in	verschiedene	Phasen	unterteilt	werden,	die	sowohl	
synchron,	als	auch	überlappend	ablaufen	können	 [50].	Unterschieden	wird	dabei	 zwischen	




•	 Abb.	 3:	 Phasen	 der	 physiologischen	Wundheilung	 einer	 Hautwunde.	 1	 Hämostase:	 Auffüllen	 des	Wundspalts	 durch	
Exsudation	 von	 Blutbestandteilen	mit	 koaguliertem	 Blut	 und	 Fibrinbestandteilen;	 2	 Entzündung	 bzw.	 resorptive	 Phase:	
Resorption	 des	 Blutkoagels	 durch	 Exsudationsmakrophagen	 des	 dermalen	 Bindegewebes,	 gleichzeitig	 Migration	 des	
basalen	 Epithels	 zwischen	 Blutschorf	 und	 Granulationsgewebe;	 3a	 Proliferation:	 Bildung	 von	 Narbengewebe	 und	









fehlerfreien	 Ablauf	 der	 Wundheilungskaskade	 vonnöten	 [54,	 55].	 Fibroblasten,	
Keratinozyten	und	Angioblasten	wandern	entlang	eines	chemotaktischen	Gradienten	in	das	
Wundgebiet	ein,	proliferieren	und	Fibroblasten	beginnen	mit	der	Synthese	von	Kollagen	und	
weiterer	 wichtiger	 Bestandteile	 der	 Extrazellulärmatrix	 [54].	 Als	 Leitstruktur	 dient	 den	
Fibroblasten	 dabei	 die	 vorher	 bereits	 gebildete	 fibronektinreiche	 Primärmatrix	 [56].	 Der	
Informationsaustausch	 zwischen	 Fibroblasten	 und	 der	 umgebenden	 Matrix	 und	 die	
Kommunikation	 der	 Zellen	 untereinander	 wird	 durch	 Integrine	 gesteuert	 und	 ermöglicht	
eine	zeitliche	und	räumliche	Abstimmung	von	Migration,	Morphologie,	der	Differenzierung	
der	Zellen	oder	auch	der	Strukturierung	des	Zytoskeletts	über	die	Extrazellulärmatrix	[57].		
Der	 Prozess	 der	 Gewebeneubildung	 wäre	 selbstlimitierend,	 wenn	 nicht	 parallel	 eine	
Neubildung	 von	 Blutgefäßen	 ablaufen	 würde	 [58].	 Aufgrund	 der	 hohen	 metabolischen	
Aktivität	 im	 Wundgebiet	 beststeht	 ein	 erhöhter	 Bedarf	 an	 Sauerstoff	 und	 Nährstoffen.	
Lokale	 Gegebenheiten	 wie	 ein	 erniedrigter	 pH-Wert,	 reduzierte	 Sauerstoffkonzentration	
oder	ein	lokal	erhöhter	Laktatwert	initiieren	die	Ausschüttung	von	Faktoren,	die	zur	Bildung	








Bei	 Störungen	 der	 physiologischen	Wundheilungskaskade	 und	 der	 Reparaturmechanismen	
können	 zwei	 pathologische	 Phänomene	 auftreten.	 Einerseits	 kann	 eine	 überschießende	
Narbenbildung,	wie	 z.B.	 bei	 hypertrophen	Narben	 und	 Keloiden	 vorkommen,	 andererseits	
können	chronische	Wunden,	wie	z.B.	Ulzera	nach	Strahlentherapie,	auftreten	[60,	61].			
Bei	 der	 zweiten	 Gruppe	 kann	 man	 weiter	 unterscheiden	 zwischen	 frühen	 und	 späten	
Nebenwirkungen	 der	 Radiatio.	 So	 treten	 z.B.	 ein	 Erythem,	 Hyperpigmentation	 oder	





und	 Proliferationsphase	 beeinflussen.	 Während	 der	 Entzündungsphase	 vorkommende	
Zytokine	 wie	 TGF-ß,	 tumor	 necrosis	 factor-α	 (TNF-α),	 VEGF,	 interferon-γ	 (IFN-	 γ)	 sowie	
Interleukin	(IL)-1	und	IL-8,	sind	nach	einer	Bestrahlungstherapie	überexprimiert,	was	zu	einer	
Anhäufung	von	Extrazellulärmatrix	und	Fibrose	führen	kann	[61,	63].		
Die	 Bildung	 von	 Narbengewebe	 aus	 Granulationsgewebe,	 die	 Reepithelialisierung	 und	
Neovaskularisierung	 während	 der	 proliferativen	 Phase	 werden	 hauptsächlich	 von	 TGF-ß,	
VEGF,	 epidermal	 growth	 factor	 (EGF),	 fibroblast	 growth	 factor	 (FGF)	 und	 platelet-derived	
growth	 factor	 (PDGF)	 reguliert	 [53,	 61].	 In	 der	 Phase	 des	 Remodellings	 spielen	
Matrixmetalloproteinasen	 (MMP)	 und	 deren	 Inhibitoren,	 den	 Gewebe-
Metalloproteinaseinhibitoren	 (TIMP=	 tissue	 inhibitor	 of	 metalloproteinases),	 die	 zentrale	
Rolle	[64].		
Fibroblasten	 sind	 für	 die	 korrekte	 Anordnung	 und	 den	 Umbau	 von	 Kollagenfibrillen	
verantwortlich.	Es	hat	sich	gezeigt,	dass	dieser	Mechanismus	in	bestrahltem	Gewebe	gestört	
ist.	Ursächlich	scheint	eine	Dysregulation	der	Expression	von	MMPs	und	TIMPs	zu	sein,	da	
diese	 beiden	 Enzymfamilien	 die	 Synthese	 der	 Extrazellulärmatrix	 steuern	 [49].	 Die	
Expression	von	MMPs	und	TIMPs	durch	Fibroblasten	wird	wiederum	durch	TGF-ß	reguliert,	
sodass	 diesem	 Zytokin	 ein	 Einfluss	 auf	 die	 Entstehung	 radiogener	 Ulzera	 zugeschrieben	
werden	kann	[63].	
Wie	 bereits	 erwähnt,	 kann	 eine	 Fehlfunktion	 von	 Endothelzellen	 und	 eine	 damit	
ausbleibende	 Gefäßneubildung	 bei	 der	 Wundheilung	 von	 besonderer	 klinischer	 Relevanz	
sein	 [65].	 Endothelzellen	weisen	 eine	 hohe	 Sensitivität	 gegenüber	 einer	 Strahlenbelastung	
auf	und	es	wurde	gezeigt,	dass	diese	Zellen	nach	Bestrahlung	vermehrt	proinflammatorische	




















erhalten	 und	 somit	 ein	 Überleben	 der	 Zelle	 unter	 kritischen	 Bedingungen	 zu	 ermöglichen	
[69].	 HSPs	 sind	 hochkonservierte	 Proteine,	 welche	 in	 nahezu	 allen	 Pro-	 und	 Eukaryoten	
nachweisbar	 sind	 und	 in	 Teilen	 ihrer	 Struktur	 große	 Homologien	 zwischen	 verschiedenen	
Spezies	aufweisen	[70].		
HSPs	sind	sogenannte	molekulare	Chaperone.	Die	Aufgabe	dieser	zytoprotektiven	Proteine	




Faktoren	 des	 Apoptosemechanismus	 und	 können	 den	 Zelltod	 so	 in	 verschiedenen	 Phasen	
beeinflussen	[72].		
Die	Einteilung	der	Hitzeschockproteine	erfolgt	dabei	entsprechend	dem	Molekulargewicht	in	
verschiedene	 Gruppen:	 HSP100,	 HSP90,	 HSP70,	 HSP60,	 HSP40	 und	 kleinere	 HSPs	 (15	 bis	
















HSP27	 mit	 einer	 Molekularmasse	 von	 25-30	 kDa	 gehört	 zu	 der	 Gruppe	 der	 kleinen	
Hitzeschockproteine	 (sHSP)	 [67,	 69].	 Strukturell	 weist	 HSP27	 eine	 hohe	 Übereinstimmung	
mit	anderen	Vertretern	der	sHSPs	auf.	Es	besitzt	eine	durchgängige	Sequenzähnlichkeit	mit	




MAPK	 Signalweg,	 erfolgen	 [76].	 Die	 Phosphorylierung	 kann	 durch	 oxidativen	 Stress,	
inflammatorische	Zytokine,	wie	TNF-α,	IL-1ß,	TGF-ß	oder	Steoridhormone	ausgelöst	werden	
[77].	 Dieser	 Vorgang	 ist	 reversibel	 und	 steuert	 die	 Oligomerisierung	 des	 Proteins.	 Die	
Phospholylierung	 bewirkt	 eine	 Bildung	 von	 kleinen	 Oligomeren,	 eine	 Dephosphorylierung	
das	Gegenteil	[69,	72].		
Neben	 den	 heat	 shock	 transcription	 factors	 (HSFs),	 welche	 die	 Produktion	 von	 HSPs	 bei	
Zellstress	 induzieren	 [78],	 spielt	 der	 dynamische	 Prozess	 der	 Oligomerisierung	 eine	
Schlüsselrolle	bei	der	Regulation	der	Aktivität	von	HSP27	als	Chaperon	[69].		
Größere	Oligomere	können	in	einer	ATP-unabhängigen	Weise	die	Aggregation	von	Proteinen	




verschiedenen	 Schlüsselproteinen	 der	 Apoptosekaskade	 und	 kann	 diese	 inhibieren.	 Diese	







Hinter	 dieser	 Bezeichnung	 verbirgt	 sich	 eine	 Gruppe	 von	 Chaperon-Proteinen	 einer	
Genfamilie	 mit	 einem	 Molekulargewicht	 von	 70	 kDa,	 wobei	 verschiedene	 Formen	




Form.	Darüber	 hinaus	 existiert	weiterhin	 das	 im	 endoplasmatischen	Retikulum	 lokalisierte	
GRP78	(HSP78,	BiP=binding	Protein)	und	mitochondriales	mtHSP70	[69,	72,	80].		
Unter	 Normalbedingungen	 erfüllt	 HSP70	 die	 Aufgabe	 eines	 ATP-abhängigen	 molekularen	
Chaperons.	 Es	 hilft	 beim	 Falten	 neu	 synthetisierter	 Polypeptide,	 beim	 Aufbau	 von	
Proteinkomplexen	 und	 beim	 Transport	 von	 Proteinen	 über	 Zellmembranen	 [68,	 73].	
Stressexposition	induziert	in	der	Zelle	eine	Hochregulierung	von	HSP70	um	mit	der	erhöhten	
Konzentration	 an	 ungefalteten	 oder	 denaturierten	 Proteinen	 fertig	 zu	 werden.	 In	 diesem	
Falle	sorgt	das	stressinduzierte	HSP70	z.B.	dafür,	falsch	gefaltete	Proteine	erneut	zu	falten,	
Proteinkomplexe	aufzulösen	oder	instabile	Proteine	zu	degradieren	[73,	81].		
HSP70	 besteht	 aus	 zwei	 unterschiedlichen	 funktionellen	 Domänen.	 Es	 findet	 sich	 ein	 C-
terminaler	 Peptid-bindender	 Bereich	 (PBD=peptide-binding	 domain)	 und	 ein	 N-terminaler	
Bereich	mit	ATPase-Aktivität	(ABD=ATPase	domain)	(Abb.	4).	Beide	Bereiche	sind	wichtig,	ein	
Substrat	zu	binden	und	zu	stabilisieren.	Der	PBD	besitzt	am	C-terminalen	Ende	ein	Chaperon	
EEVD	Motiv,	welches	 für	die	Bindung	und	Faltung	des	 Substrats	 verantwortlich	 ist.	Der	N-









Die	 Chaperonaktivität	 von	 HSP70	 wird	 durch	 Co-Chaperone,	 wie	 Hip,	 CHIP	 oder	 Bag-1,	
reguliert.	 Diese	 Co-Chaperone	 binden	 an	 HSP70	 und	 modulieren	 die	 Chaperonfunktion,	
indem	 die	 Substrataffinität	 von	 HSP70	 entweder	 erhöht	 oder	 erniedrigt	 wird.	 Dies	 wird	








Während	der	 Transformation	 von	Krebszellen	 finden	 starke	Veränderungen	des	 intra-	und	
extrazellulären	Milieus	statt.	Dabei	sind	die	Zellen	außerdem	häufig	Stressfaktoren,	wie	z.B.	
Hypoxie,	 Acidose,	 Nährstoffmangel	 und	 dem	 Eingreifen	 des	 Immunsystems,	 ausgesetzt.	
Hitzeschockproteine	 helfen	 bei	 der	 Anpassung	 an	 Stresssituationen	 und	 sichern	 so	 das	
Überleben	 der	 Zellen	 	 [83].	 Darüber	 hinaus	 benötigen	 Krebszellen,	 bedingt	 durch	 einen	
höheren	 Metabolismus	 und	 eine	 größere	 Anzahl	 an	 aktiven	 Signalwegen,	 eine	 höhere	
Konzentration	an	Chaperonen	gegenüber	nicht	transformierten	Zellen.	Außerdem	sind	HSPs	





beim	 Mammakarzinom,	 Endometriumkarzinom	 oder	 Magenkarzinom	 steht	 in	 Korrelation	
mit	 Metastasierung,	 schlechter	 Prognose	 und	 einer	 höheren	 Resistenz	 gegenüber	
Chemotherapie	 und	 Radiatio	 [85-87].	 Dagegen	 zeigt	 sich	 jedoch	 z.B.	 bei	 einer	
Überexpression	von	HSP70	beim	Nierenzellkarzinom	eine	eher	gute	Prognose	[88].		
Ein	 wichtiger	 Beitrag	 der	 Hitzeschockproteine	 bei	 der	 Tumorprogression	 besteht	 in	 der	
Möglichkeit,	 Apoptose	 regulieren	 zu	 können	 bzw.	 zu	 verhindern	 [69].	 HSP27	 interagiert	
beispielsweise	mit	 Bestandteilen	 der	 Apoptose-Kaskade	 und	 kann	 sowohl	 stress-	 als	 auch	
rezeptorinduzierte	 Apoptose-Signalwege	 inhibieren	 [83].	 Durch	 die	 Bindung	 an	 Caspase-3	
und	 Cytochrom	 c,	 welche	 vom	 Mitochondrium	 freigesetzt	 werden,	 kann	 die	 Caspase-
Kaskade	inaktiviert	werden	[69].	Die	Sequestrierung	von	Cytochrom	c	durch	HSP27	induziert	
darüber	 hinaus	 eine	 Resistenz	 gegenüber	 Chemotherapie	 [89].	 Außerdem	 wird	 durch	 die	
Bindung	 an	 F-Aktin	 eine	 Stabilisierung	 und	 so	 der	 Zusammenbruch	 des	 Zytoskeletts	
verhindert	 [83].	 Eine	 wichtige	 Bedeutung	 besitzt	 HSP27	 auch	 bei	 der	 Aktivierung	 der	
Proteinkinase	B	(Akt)	und	der	Inaktivierung	von	Bax,	einem	Co-Faktor	des	Tumorsuppressor-
Proteins	p53,	durch	einen	Anstieg	der	Aktivität	der	Phosphoinositid-3-Kinase	 (PI3K),	was	zu	
einer	 Hemmung	 der	 Apoptose	 führt	 [69,	 83].	 Neben	 dem	 Einfluss	 auf	 die	 Apoptose	 ist	




die	 Produktion	 von	 ROS	 (reaktive	 Sauerstoffspezies),	 welche	 vor	 allem	 auch	 infolge	 von	
Radiatio	auftreten	und	für	deren	Wirkung	verantwortlich	sind,	aufgehoben	wird	[69,	90-92].		
Auch	 bei	HSP70	 scheint	 die	 Fähigkeit,	 den	 programmierten	 Zelltod	 verhindern	 zu	 können,	
den	 größten	 Teil	 der	 zytoprotektiven	Wirkung	 auszumachen	 [69].	 Studien	 haben	 gezeigt,	
dass	Zellen	mit	fehlenden	hsp70.1	und	hsp70.3,	den	beiden	Genen,	die	induzierbares	HSP70	
kodieren,	 hoch	 sensitiv	 gegenüber	 Apoptose-Stimuli	 sind	 [93].	 HSP70	 kann	 dabei	 die	
Apoptose-Kaskade	auf	verschiedenen	Ebenen,	die	dem	Mitochondrium	sowohl	vor-	als	auch	
nachgeschaltet	 sein	 können,	 beeinflussen.	 Neben	 der	 Regulierung	 von	 Rezeptor-
Signalwegen	 und	 Einfluss	 auf	 die	 eigentliche	 Ausführung	 des	 Zelltodes,	 kann	 HSP70	 auch	
eine	 Wirkung	 auf	 Transkriptionsfaktoren	 der	 Bcl-2	 Proteine	 haben.	 Die	 Gruppe	 der	 anti-
apoptotischen	Bcl-2	Proteine	spielt	eine	wichtige	Rolle	 in	der	Apoptose-Kaskade,	 indem	sie	
die	Ausschüttung	von	Caspase-Aktivatoren	kontrollieren	[69,	94].			
Studien	 haben	 gezeigt,	 dass	 auch	 beim	 oralen	 Plattenepithelkarzinom	 die	 Expression	 von	
HSP27	 und	HSP70	 signifikant	 höher	 als	 in	 der	 normalen	Mukosa	 ist	 [91,	 95-98].	 Bezüglich	
HSP27	 als	 Prognosefaktor	 beim	 OSCC	 gibt	 es	 bislang	 relativ	 wenige	 und	 zum	 Teil	 auch	
gegensätzliche	 Ergebnisse	 [99].	 Dennoch	 scheint	 die	 Überexpression	 von	 HSP27	 in	 oralen	
Plattenepithelkarzinomzellen	 mit	 einer	 allgemein	 besseren	 Überlebensrate	 einherzugehen	
[91,	 100,	 101].	 Es	wurde	auch	ein	 Zusammenhang	 zwischen	der	HSP27-Konzentration	und	
der	 histopathologischen	 Einstufung	 gezeigt,	wobei	 die	 niedrigste	 HSP27-Konzentration	 bei	
schlecht	 differenzierten	 OSCCs	 gefunden	wurde	 [102].	 Dagegen	 zeigt	 sich	 bei	 HSP70	 eine	
hohe	Konzentration	bei	schlecht	differenzierten	Tumoren	[103]	und	wird	allgemein	mit	einer	
kürzeren	krankheitsfreien	Überlebenszeit	verbunden	[71].	Darüber	hinaus	scheint	die	HSP70	







Die	 Überexpression	 von	 Hitzeschockproteinen	 in	 Krebszellen	 wirkt	 aufgrund	 ihrer	 anti-




vor	 allem	 das	 bessere	 Ansprechen	 auf	 Chemotherapie	 und	 eine	 erhöhte	 Radiosensitivität	
durch	eine	Verringerung	der	HSP-Aktivität	bzw.	-Konzentration,	von	Bedeutung	[105].		
Es	 werden	 verschiedene	Mechanismen	 zur	 Radiosensitivierung	 durch	 HSPs	 angenommen.	
Eine	Hypothese	besagt,	dass	HSPs	Signalmoleküle	 stabilisieren,	die	Zellen	vor	einem	durch	
Radiatio	 oder	 Chemotherapie	 induzierten	 Zelltod	 schützen	 [106].	 Studien	 zu	 diesem	
Mechanismus	zeigten	eine	erhöhte	Radiosensitivität	der	Tumorzellen	durch	Inhibierung	von	
HSP90.	Es	 fand	sich	eine	niedrigere	Expression	von	Proteinen	wie	Akt,	EGFR,	Raf-1,	ErbB2,	
IGF-1R,	 sowie	 ein	 Anstieg	 ihrer	 proteosomalen	 Degradation	 [107].	 Viele	 dieser	 Proteine	
stehen	nicht	 nur	mit	 Proliferation	und	Überleben	 von	 Zellen	 in	Verbindung,	 sondern	 auch	
mit	dem	Schutz	vor	bestrahlungsinduziertem	Zelltod	[105].		
Darüber	hinaus	scheinen	auch	die	anti-oxidativen	Eigenschaften	der	HSPs	von	Bedeutung	zu	




zugeschrieben	 [109].	 HSP27	 scheint	 dies	 durch	 die	 Erhöhung	 der	 intrazellulären	
Konzentration	von	Glutathion,	vermittelt	durch	die	Glucose-5-phosphat-Dehydrogenase	und	








behandelt	 wurden,	 keine	 Reparatur	 von	 DNA-Doppelstrangbrüchen	 stattfand	 und	 so	 eine	
erhöhte	Radiosensitivität	vorlag.	Es	wurde	postuliert,	dass	dies	mit	der	Phosphorylierung	der	







VEGF	 und	 somit	 zu	 einer	 Förderung	 der	 Angiogenese	 und	 verlängertem	 Tumorüberleben	




427	wurde	 eine	 deutliche	 Zunahme	der	 Radiosensitivität	 beobachtet.	 In	 der	 Studie	wurde	
zum	 einen	 eine	 Abnahme	 der	 Vaskularisierung	 beobachtet,	was	 durch	 eine	 Inhibition	 von	
Akt	 über	 verminderte	 Expression	 von	 HSP27	 vermittelt	 werden	 könnte.	 Akt	 wiederum	
reguliert	VEGF	und	hat	somit	einen	Einfluss	auf	die	Angiogenese.	Weiterhin	wurde	in	dieser	
Studie	 auch	 eine	 deutliche	 Zunahme	 des	 Apoptose-vermittelten	 Zelltodes	 und	 eine	








Im	 Rahmen	 dieser	 Dissertation	 sollte	 der	 Einfluss	 externer	 Bestrahlung	 auf	 das	
Wachstumsverhalten,	 Proliferation,	 Apoptose	 und	 die	 Expression	 der	 Hitzeschockproteine	




des	 Tumors	 sowie	 des	 umliegenden	 Gewebes	 eine	 entscheidende	 Rolle	 für	 den	




oralen	 Plattenepithelkarzinoms	 auf	 verschiedene	 Strahlungsdosen	 zu	 untersuchen	 und	










































































































































































PCI	1	 Larynx	 T2N0M0	 moderately	well	[115]	
PCI	4	 Zungengrund	 T3N0M0	 moderately	well	[115]	




































































































































































































































































Alle	 im	 Folgenden	 beschriebenen	 Versuche	 wurden	 mit	 Zelllinien	 des	 oralen	
Plattenepithelkarzinoms	 (OSCC),	 normalen	 dermalen	 Fibroblasten	 (NHF)	 und	 humanen	
dermalen	 mikrovaskulären	 Endothelzellen	 (HDMEC)	 unter	 sterilen	 Bedingungen	 an	 einer	
Laminar-flow-Werkbank	 durchgeführt.	 Die	 Kultivierung	 der	 verschiedenen	 Zellkulturen	
erfolgte	jeweils	in	T75-Zellkulturflaschen	mit	14ml	Nährmedium	im	Brutschrank	bei	37°C	und	







Nach	 Erreichen	 einer	 Konfluenz	 von	 ca.	 90%	 wurden	 die	 verschiedenen	 Zellkulturen	
gesplittet	und	auf	neue	Zellkulturflaschen	aufgeteilt,	um	optimale	Wachstumsbedingungen	
zu	gewährleisten.	
Dazu	 wurde	 das	 Nährmedium	 in	 den	 Zellkulturflaschen	 vorsichtig	 abgesaugt	 und	
anschließend	 mit	 jeweils	 ca.	 10ml	 PBS	 gewaschen.	 Danach	 erfolgte	 die	 Zugabe	 von	 1ml	
Trypsin	 zu	 den	 NHF-	 und	 OSCC-Zellkulturen	 bzw.	 1ml	 TE	 zu	 den	 HDMEC-Zellkulturen.	 Die	
Flaschen	wurden	 ca.	 2	 bis	 3	Minuten	bei	 37°C	 im	Brutschrank	 inkubiert	 und	 infolge	unter	
dem	Mikroskop	auf	vollständiges	Ablösen	der	Zellen	kontrolliert.		
Das	 TE	 der	 HDMEC-Zellkulturen	wurde	 daraufhin	mit	 9ml	 TNS	 neutralisiert,	 in	 ein	 steriles	
Falcon	 überführt	 und	 in	 der	 Tischzentrifuge	 für	 5min	 bei	 1200rpm	 zentrifugiert.	
Anschließend	wurde	der	Überstand	unter	Schonung	des	so	erhaltenen	Zellpellets	abgesaugt	
und	nach	Zugabe	von	5	bis	10ml	HDMEC-Nährmedium	wieder	resuspendiert.		



























ein	 steriles	 Zentrifugenröhrchen	überführt	 und	die	 Zellzahl	mit	 der	Neubauer-Zählkammer	
bestimmt.	 Anschließend	 wurden	 die	 Zentrifugenröhrchen	 für	 5min	 bei	 1200rpm	
zentrifugiert,	 der	 entstandene	 Überstand	 abgenommen	 und	 das	 Zellpellet	 wieder	 in	 dem	
zugehörigen	Einfriermedium	resuspendiert.	Es	erfolgte	daraufhin	die	Verteilung	von	400.000	
bis	500.000	Zellen	in	jeweils	1,5ml	Einfriermedium	auf	die	Kryoröhrchen.		










Das	 Abtrypsinieren,	 Zentrifugieren	 und	 Auszählen	 der	 Zellen	 erfolgte	 analog	 dem	
Unterpunkt	„3.1.2	Splitten	und	Passagieren“.	Es	wurden	immer	50.000	Zellen	pro	Well	jeder	
Zelllinie	 in	 2ml	 des	 entsprechenden	 Mediums	 auf	 die	 vier	 6-Well-Platten	 verteilt.	 Im	
Anschluss	erfolgte	die	Inkubation	bei	37°C	im	Brutschrank.		








10.000rpm	 zentrifugiert,	 um	 die	 vollständige	 Entfernung	 von	 Zellresten	 zu	 gewährleisten.	
Jeweils	1ml	der	Überstände	wurde	daraufhin	in	1,5ml-Reaktionsgefäßen	aliquotiert	und	bei				
-20°C	eingefroren.	Anschließend	wurde	jedes	Well	mit	1ml	PBS	gewaschen.	Das	Ablösen	des	
Zellrasens	 erfolgte	 durch	 Zugabe	 von	 300µl/Well	 Trypsin,	 Neutralisieren	 mit	 700µl	
Nährmedium	 und	 dem	 Umfüllen	 in	 1,5ml-Reaktionsgefäße.	 Bei	 den	 HDMEC-Zellen	 wurde	
wiederrum	der	Zwischenschritt	mit	Zugabe	von	TNS	und	Abzentrifugieren,	wie	in	Unterpunkt	
„3.1.2	 Splitten	 und	 Passagieren“	 beschrieben,	 durchgeführt.	 Anschließend	 wurden	 jeweils	












BrdU	 (5-bromo-2´-deoxyuridine)	 stellt	 ein	 chemisches	 Analogon	 zur	 Thymidin-Base	 bzw.	
Desoxyuridin	 dar.	 Diese	 Verbindung	 wird	 bei	 Zugabe	 in	 die	 Zellkulturen	 bei	 der	 DNA-	





können	 mit	 dieser	 Methode	 Aussagen	 über	 die	 relativen	 Proliferationskapazitäten	 der	
verschiedenen	Zelllinien	nach	Bestrahlung	getroffen	werden.		
	
Das	 Abtrypsinieren,	 Zentrifugieren	 und	 Auszählen	 der	 Zellen	 erfolgte	 analog	 dem	
Unterpunkt	 „3.1.2	Splitten	und	Passagieren“.	Anschließend	wurden	 jeweils	100µl/Well	mit	
einer	Zellzahl	von	1.000	Zellen/Well	in	einem	3-fach	Ansatz	in	die	96-Well	Platten	ausgesät.	
Die	 Inkubation	 erfolgte	 bei	 37°C	 im	 Brutschrank.	 48h	 nach	 der	 Aussaat	 wurde	 das	
Nährmedium	mit	 100µl	 pro	Well	 frischem	Medium	 aufgefüllt	 und	 darauffolgend	 im	 unter	
3.2.1	erwähnten	Schema	bestrahlt.	Die	BrdU-Stocklösung	wurde	1:1.000	im	entsprechenden	
Nährmedium	 verdünnt.	 Nach	 der	 Bestrahlung	 wurde	 das	 Medium	 unter	 Schonung	 des	
Zellrasens	 abgesaugt	 und	 durch	 100µl	 des	 BrdU-Ansatzes	 ersetzt.	 Hierbei	 wurde	 darüber	
hinaus	auch	ein	3-fach	Blank	(Medium	+	BrdU)	hinzugefügt.	Nach	weiteren	48h	Kultivierung	
im	Brutschrank	wurde	der	BrdU-Ansatz	abgesaugt	und	durch	200µl/Well	Fix-Denat-Lösung	
ersetzt,	 welche	 30min	 bei	 Raumtemperatur	 (RT)	 inkubiert	 wurde.	 Anschließend	 wurden	
durch	Ausklopfen	der	Platten	sämtliche	Rückstände	entfernt	und	100µl	pro	Well	einer	1:100	
verdünnten	 Anti-BrdU-Ak-Lösung	 pro	 Well	 zugegeben,	 die	 für	 60min	 bei	 RT	 im	 Dunklen	
inkubiert	wurde.	Nach	erneutem	Ausklopfen	der	Platten	und	Waschen	mit	200-300µl/Well	
Waschpuffer,	 folgte	 die	 Zugabe	 von	 jeweils	 100µl	 Substrat-Lösung.	 Nach	 ausreichender	










Um	 die	 Zellviabilität	 beurteilen	 zu	 können,	 wurde	 in	 dieser	 Arbeit	 ein	 Resazurin-Assay	
verwendet.	Resazurin	 fungiert	 als	Redoxindikator	und	 lässt	 somit	 indirekt	 Schlüsse	 auf	die	
Glykolyserate	lebender	Zellen	zu.		
Nach	Herstellung	der	Zellsuspension	mit	einer	Konzentration	von	1.000	Zellen	pro	100µl,	wie	





erfolgte	 die	 photometrische	 Messung	 (Excitation	 545nm,	 Emission	 590nm).	 Anschließend	








Der	 Einfluss	 der	 verschiedenen	 Strahlungsintensitäten	 auf	 die	 Apoptoseaktivität	 wurde	
mittels	 Caspase	 3/7	 Assay	 der	 Firma	 Promega	 analysiert.	 Der	 Versuch	 wurde	 gemäß	 den	
Angaben	des	Herstellers	durchgeführt.		
Die	 Messung	 der	 Aktivität	 der	 Caspasen	 3	 und	 7	 dient	 als	 Maß	 für	 die	 Aktivierung	 der	
Apoptosekaskade	 und	 ermöglicht	 so	 Aussagen	 über	 den	 Einfluss	 der	 Bestrahlung	 auf	 den	
programmierten	 Zelltod.	 Das	 Assayprinzip	 beruht	 auf	 der	 Zugabe	 eines	 nicht-
fluoreszierenden	 Substrates	 für	 die	 Caspasen	 3	 und	 7	 in	 das	 Zellkulturmedium	 in	 einem	
Puffer	 mit	 zelllysierenden	 Eigenschaften,	 welches	 enzymatisch	 zu	 einem	 fluoreszierenden	
Produkt	 umgesetzt	 wird.	 Je	 nach	Menge	 der	 in	 den	 Zellen	 enthaltenen	 aktiven	 Caspasen	
werden	 unterschiedliche	 Mengen	 des	 fluoreszierenden	 Produktes	 gebildet	 und	 lassen	
Rückschlüsse	auf	die	Apoptoseaktivität	zu.		
Der	 Versuchsansatz	 erfolgte	 bis	 einschließlich	 der	 Bestrahlung	 wie	 bereits	 unter	 „3.2.3	














Die	 Analyse	 der	 Expression	 der	 Hitzeschockproteine	 wurde	 mittels	 Enzyme	 Linked	
Immunosorbent	 Assay	 (ELISA)	 durchgeführt.	 Angewendet	 wurde	 das	 Verfahren	 des	
Sandwich-ELISAs	über	einen	Capture-	und	Enzym-gekoppelten	Detection-Antibody.	Dadurch	
ist	 es	möglich,	 durch	 Substratzugabe	 und	 folgendem	 Farbumschlag	 die	 Konzentration	 des	
gesuchten	 Proteins	 anhand	 einer	 Standardreihe	 mit	 bekannten	 Konzentrationen	 des	
Proteins	photometrisch	zu	bestimmen.		
Die	im	folgenden	Versuch	verwendeten	Zellpellets	wurden	bereits,	wie	in	Unterpunkt	3.2.1	
beschrieben,	 gewonnen.	 In	 dieser	 Arbeit	 wurden	 die	 Proben	 auf	 die	 Hitzeschockproteine	
HSP27,	Phospho-HSP27	und	HSP70	hin	untersucht.	Zuerst	wurden	jeweils	100µl	pro	Well	des	





die	 intrazellulären	Proteine	herauszulösen,	 für	15min	 inkubiert	und	anschließend	 für	5min	
bei	 13.400rpm	 zentrifugiert.	 Alle	Arbeitsschritte	 erfolgten	 auf	 Eis.	 Die	Überstände	wurden	








Probenbezeichnung	 HSP27	 Phospho-HSP27	 HSP70	
NHF	 unverdünnt	 unverdünnt	 unverdünnt	
HDMEC	 unverdünnt	 unverdünnt	 unverdünnt	







Platten	 anschließend	 vollständig	 entfernt	 wurde,	 dreimal	 gewaschen.	 Danach	 folgte	 das	
Blockieren	 der	 Platten	 mittels	 300µl/Well	 IC	 Diluent	 #1	 (BSA-Lösung)	 für	 1,5h	 bei	
Raumtemperatur.	 Für	 den	 Standard	 wurde	 jeweils	 eine	 7-Punkt-Verdünnungsreihe	 in	 IC	
Diluent	#4	ausgehend	vom	höchsten	Standard	[2.000pg/ml	 (HSP27),	4.000pg/ml	 (Phospho-
HSP27)	 und	10.000pg/ml	 (HSP70)]	 hergestellt.	Nach	dem	Blocken	und	erneutem	Waschen	
wurden	jeweils	100µl	der	Proben,	des	Standards	und	IC	Diluent	#4	als	Blank	im	Duplikat	auf	
den	 96-Well	 Platten	 verteilt,	mit	 Parafilm	 abgedeckt	 und	wiederum	 über	Nacht	 inkubiert.	
Nach	 dreimaligem	 Waschen	 am	 nächsten	 Tag	 wurden	 100µl	 des	 zuvor	 nach	
Herstellerangaben	in	IC	Diluent	#1	verdünntem	Detection	Antibody	zugegeben	und	für	2h	bei	
Raumtemperatur	 inkubiert.	 Ein	 weiteres	 Waschen	 erfolgte	 und	 es	 wurde	 100µl/Well	
Streptavidin-HRP	zugegeben	und	die	Platten	bei	Raumtemperatur	für	20min	dunkel	gelagert.	
Anschließend,	 nach	 erneut	 dreimaligem	 Waschen,	 wurden	 100µl/Well	 Substrate	 Solution	
eingebracht,	bis	zu	einem	ausreichenden	Farbumschlag	dunkel	 inkubiert	und	mit	50µl	Stop	








Die	 DNA-Isolierung	 erfolgte	 mithilfe	 des	 DNeasy	 Blood	 &	 Tissue	 Kit	 (Quiagen)	 über	 ein	









Direkt	 nach	 der	 Trypsinierung	 wurden	 die	 Zellen	 für	 5	 Minuten	 bei	 300	 x	 g	 (190rpm)	
zentrifugiert,	der	Überstand	abgenommen,	in	200µl	PBS	resuspendiert	und	20µl		
Proteinase	 K-Lösung	 hinzugefügt.	 Es	 wurden	 200µl	 Lysepuffer	 zugegeben	 und	 durch	




von	500µl	AW1	Puffer	auf	die	 Säule,	wurde	erneut	bei	 >6000	x	 g	 (8000rpm)	 für	1	Minute	
zentrifugiert	und	der	Durchfluss	wiederum	verworfen.	Anschließend	erfolgte	die	Zugabe	von	
500µl	 AW2	 Puffer,	 Zentrifugieren	 bei	 20.000	 x	 g	 (14.000rpm)	 für	 3	 Minuten	 und	 das	
Verwerfen	des	Durchflusses.	Die	Säule	wurde	 in	ein	 frisches	Reaktionsgefäß	überführt	und	
200µl	AE	Puffer	zugegeben.	Nach	einer	 Inkubationszeit	von	1	Minute	bei	Raumtemperatur	







Die	 Polymerasekettenreaktion	 ist	 ein	 Verfahren	 zur	 selektiven	 Amplifizierung	 bestimmter	
Nukleinsäuresequenzen	 mittels	 sequenzspezifischer	 Primer.	 Die	 PCR	 und	 anschließende	






























Zur	 größenspezifischen	 Auftrennung	 der	 erhaltenen	 DNA-Fragmente	 wurde	 ein	 3%iges	
Agarosegel	 mit	 1x	 TAE-Puffer	 als	 Lösungsmittel	 hergestellt.	 Das	 Gel	 wurde	 zur	 späteren	
Visualisierung	 der	 PCR-Produkte	 mit	 Ethidiumbromid-Lösung	 (0,6	 µg/ml)	 versetzt.	
Ethidiumbromid	 ist	 ein	 fluoreszenter	 Farbstoff,	 der	 in	 die	 Nukleinsäuren	 interkaliert	 und	
durch	 UV-Licht	 angeregt	 wird.	 Jeweils	 20	 µl	 PCR-Reagenz	 und	 10	 µl	 Marker	 wurden	 pro	
Geltasche	 eingesetzt.	 Die	 Auftrennung	 der	 DNA-Fragmente	 erfolgte	 bei	 60V	 und	 140mA.	







Graphpad	prism	6	 (GraphPad	Software,	 Inc.,	 CA	92037	USA)	durchgeführt.	Die	 statistische	
Analyse	 wurde	 dabei	 entweder	 unter	 Verwendung	 des	 Mann-Whitney-Tests	 für	 nicht	
verbundene	Stichproben	(unpaired	two-tailed	t-test,	Vergleiche	zwischen	unterschiedlichen	
Zelltypen)	 oder	 des	Wilcoxon-Tests	 für	 verbundene	 Stichproben	 (paired	 two-tailed	 t-test,	
Vergleich	Bestrahlungseffekte	 innerhalb	einer	Zellart)	 in	Graphpad	Prism	6	ausgeführt.	Die	
Ergebnisse	 sind	 dabei	 als	 Balken	 oder	 Kurven	 bei	 Zeitverläufen	 jeweils	 mit	
Standardabweichungen	 dargestellt.	 Die	 Fehlerbalken	 in	 den	 Graphen	 repräsentieren	 die	
Standardabweichung	 aus	 jeweils	 fünf	 unabhängigen	 Versuchen.	 Beim	Mann-Whitney-Test	
wurde	die	statistische	Signifikanz	auf	p<0,05	 festgelegt.	Die	Signifikanzwerte	wurden	mit	*	




mit	 #	 (p£0,0625)	 festgelegt	 und	 gekennzeichnet.	 Die	 Aussaat	 der	 Versuche	 erfolgte	 in	
















































Die	 HDMEC-Zellen	 zeigten	 bei	 gleicher	 Ausgangszellzahl	 96h	 nach	 Aussaat	 eine	 höhere	













•	 Abb.	 6:	 Einfluss	 externer	 Bestrahlung	 auf	 die	 Zellzahl	 von	 HDMEC-	 und	 NHF-Zellen.	 Die	 absoluten	 Zellzahlen	 von	






bestrahlten	 Zellen	 gegenüber	 denen	 mit	 2Gy	 und	 den	 unbestrahlten	 Zellen	 signifikant	
verringert.	Eine	weitere	signifikante	Abnahme	der	Zellzahl	zeigt	sich	von	6Gy	nach	12Gy.	Bei	
PCI	4	ist	die	Reduktion	der	Zellzahl	nicht	nur	bei	den	Strahlungsdosen	12Gy,	6Gy	und	2Gy	im	
Vergleich	 zur	 unbestrahlten	 Kontrolle	 signifikant,	 sondern	 auch	 im	 Vergleich	 zu	 2Gy.	Wie	
auch	bei	PCI	1	zeigt	sich	eine	weitere	signifikante	Abnahme	von	6Gy	nach	12Gy.	Bei	den	PCI	
9-Zellen	 sind	 die	 Zellzahlen	wiederum	 bei	 den	 Strahlungsdosen	 12Gy	 und	 6Gy	 gegenüber	
2Gy	und	der	unbestrahlten	Kontrolle	signifikant	verringert.	Das	Verhalten	der	PCI	13-Zelllinie	
ist	 analog	 zu	 PCI	 4.	 Die	 PCI	 52-Zellen	 weisen	 eine	 signifikante	 Abnahme	 der	 absoluten	
Zellzahl	 von	 12Gy,	 6Gy	und	2Gy	 im	Vergleich	 zur	 unbestrahlten	Kontrolle	 auf.	Das	 gleiche	





























•	 Abb.	 7:	 Einfluss	 externer	 Bestrahlung	 auf	 die	 Zellzahl	 der	 PCI-Zelllinien.	 Die	 absoluten	 Zellzahlen	 der	




Bei	 dem	Vergleich	 der	 absoluten	 Zellzahlen	 der	 unbestrahlten	 Zellkulturen	 fällt	 zuallererst	
die	deutlich	höhere	Zellzunahme	der	Krebszellen	im	Gegensatz	zu	HDMEC	und	NHF	über	den	
Beobachtungszeitraum	 auf.	 Ohne	 Bestrahlungseinfluss	 ist	 die	 absolute	 Zellzahl	 aller	 PCI	
Linien	 96h	 nach	 Aussaat	 signifikant	 höher	 verglichen	 mit	 den	 aus	 gesundem	 Gewebe	
stammenden	Zelllinien	NHF	und	HDMEC	(Ausnahme	HDMEC	–	PCI	1	aufgrund	der	höheren	

































































Nach	 der	 Bestrahlung	 mit	 2Gy	 zeigen	 sich	 signifikant	 (p=0,0079)	 höhere	 Zellzahlen	 aller	
OSCC-Zelllinien	 gegenüber	NHF.	 Auch	 beim	Vergleich	 von	HDMEC	und	 PCI	 52	 (p=0,01589)	
sowie	zwischen	HDMEC	und	PCI	4,	PCI	9,	PCI	13	und	PCI	68	(p=0,0079)	lassen	sich	signifikant	
erhöhte	Zellzahlen	auf	Seiten	der	Tumorzelllinien	erkennen.	Die	Zellzahl	der	NHF-Zellen	 ist	
wiederum,	 wie	 schon	 bei	 den	 unbestrahlten	 Zellen,	 signifikant	 (p=0,0079)	 gegenüber	
HDMEC	verringert	(Abb.	9).	
Nach	Bestrahlung	mit	6Gy	zeigt	sich	eine	signifikant	erhöhte	Zellzahl	von	PCI	1	 (p=0,0317),	
bzw.	 von	 PCI	 4,	 PCI	 13,	 und	 PCI	 52	 (p=0,0079)	 gegenüber	 HDMEC.	 NHF	 ist	 dabei	 wieder	
























































•	 Abb.	 9:	 Vergleich	 der	 Zellzahlen	 nach	 externer	 Bestrahlung	 von	 PCI-Zelllinien,	 HDMEC-	 und	 NHF-Zellen.	 a	 nach	







ohne	 Bestrahlung	 treffen	 zu	 können,	 wurde	 eine	 BrdU-Inkorporationsassay	 durchgeführt,	
der	auf	der	relativen	DNA-Neusynthese	beruht.	
Bei	 den	 HDMEC-Zellen	 findet	 sich	 eine	 signifikante	 Abnahme	 der	 Proliferation	 durch	
Bestrahlung	mit	12Gy	verglichen	mit	der	unbestrahlten	Kontrolle,	ebenso	zwischen	2Gy	und	
12Gy.	 Bei	 den	NHF-Zellen	 lässt	 sich	 kein	 Einfluss	 einer	 steigenden	 Strahlungsdosis	 auf	 die	
Proliferation	beobachten.		



























































































































Bei	 der	 Proliferationsmessung	 mittels	 BrdU-Assay	 48h	 nach	 der	 Bestrahlung	 zeigt	 sich	
allgemein	 eine	 wesentlich	 höhere	 Proliferationsrate	 der	 OSCC-Zelllinien	 gegenüber	 den	
HDMEC	und	NHF-Zellen	(Abb.	10).	




















Proliferation	 der	 unbestrahlten	 PCI-Zelllinien	 4	 und	 13	 gegenüber	 HDMEC	 feststellen.	
Außerdem	 ist	 die	 Proliferation	 im	 Vergleich	 zu	 HDMEC	 bei	 PCI	 52	 signifikant	 (p=0,0079)	















































































Bestrahlung	 mit	 2Gy.	 b	 nach	 Bestrahlung	 mit	 6Gy.	 c	 nach	 Bestrahlung	 mit	 12Gy.	 Balken	 zeigen	 den	 Mittelwert	 +	
Standardabweichung.	*p<0,05,	**p<0,01,	***p<0,001,	n=5	
	
Wie	 bereits	 bei	 den	 unbestrahlten	 Zellen	 lässt	 sich	 nach	 der	 Bestrahlung	 mit	 2Gy	 eine	
signifikant	 (p=0,0079)	 erhöhte	 Proliferation	 von	 PCI	 1,	 PCI4,	 PCI	 9,	 PCI	 13	 und	 PCI	 52	 im	
Vergleich	 zu	 NHF	 beobachten.	 Im	 Vergleich	 zu	 HDMEC	 sind	 die	 Proliferationswerte	 der	



































































































































































bestrahlten	 Zellen	 entspricht	 (Abb.	 13).	 Bei	 den	 NHF-Zellen	 kann	 man	 eine	 signifikant	


























































































f	 PCI	 68.	 	 Die	 Viabilität	 der	 PCI-Zelllinien	 wurde	 jeweils	 1h,	 8h	 und	 20h	 nach	 Bestrahlung	 mit	 2,	 6	 und	 12Gy	 mittels	








erkennen	 (Abb.	 14).	 Bei	 PCI	 9	 zeigt	 sich	 eine	 signifikante	 Abnahme	 der	 Viabilität	 nach	
Bestrahlung	mit	12Gy	nach	8h	im	Vergleich	zur	Kontrolle	(Abb.	14).	Bei	der	PCI	13-Zelllinie	ist	
die	Zellviabilität	nach	Bestrahlung	mit	2Gy	am	8h-Messpunkt,	gegenüber	den	unbestrahlten	





































































































































































































































Beim	Vergleich	der	 Strahlungsintensitäten	untereinander	 führt	die	Bestrahlung	mit	6Gy	 zu	
einer	 signifikant	 (p=0,0317)	 erniedrigten	 Zellviabilität	 der	 PCI	 9-Zelllinie	 im	 Vergleich	 zu	






•	 Abb.	 17:	 Einfluss	 externer	 Bestrahlung	 auf	 auf	 die	 Zellviabilität	 der	 PCI-Zelllinien,	 NHF	 und	 HDMEC	 8h	 nach	
Strahlenexposition.	Balken	zeigen	den	Mittelwert	+	Standardabweichung.	#p=0,0625;	n=5	
	
Eine	 Stunde	 nach	 Bestrahlung	 kann	 eine	 Zunahme	 der	 Zellviabilität	 mit	 steigender	
Strahlungsintensität	 beobachtet	 werden.	 Bei	 der	 Messung	 8h	 nach	 Bestrahlung	 wird	
dagegen	z.B.	bei	PCI	52	eine	konstante	Abnahme	der	Viabilität	deutlich.	Bei	den	PCI	4-Zellen	
zeigt	sich	eine	signifikant	niedrigere	Zellviabilität	der	mit	2Gy	und	12Gy	bestrahlten	Zellen,	







































Zellen	 im	 Vergleich	 zu	 den	 unbestrahlten	 NHF-Zellen.	 Bei	 Bestrahlung	 mit	 2Gy	 ist	 die	






































































Nach	 20h	 erkennt	 man	 eine	 signifikant	 niedrigere	 Zellviabilität	 der	 mit	 2Gy	 und	 6Gy	
bestrahlten	 PCI	 4-Zellen	 gegenüber	 der	 unbestrahlten	 Kontrolle.	 Bei	 PCI	 13	 führt	 die	
Bestrahlung	 mit	 2Gy	 zu	 einer	 signifikanten	 Abnahme	 der	 Viabilität,	 gefolgt	 von	 einer	
signifikanten	 Zunahme	 von	 6Gy	 nach	 12Gy.	 Bei	 PCI	 68	 kann	 man	 ebenfalls	 einen	
signifikanten	Anstieg	der	Zellviabilität	von	den	mit	12Gy	bestrahlten	Zellen	 im	Vergleich	zu	








Bei	 den	 unbestrahlten	 Zellen	 besitzt	 PCI	 13	 eine	 sehr	 signifikant	 (p=0,0079)	 höhere	
Zellviabilität	 im	 Vergleich	 zu	 NHF	 und	 HDMEC.	 Auch	 nach	 Bestrahlung	 mit	 2Gy	 ist	 die	
Viabilität	 der	 PCI	 13-Zellen	 signifikant	 gegenüber	 NHF	 (p=0,0079)	 und	 HDMEC	 (p=0,0159)	
























































































































































Bestrahlung	 mit	 2,	 6	 und	 12Gy	 mittels	 Caspase	 3/7-Assay	 photometrisch	 bestimmt.	 Balken	 zeigen	 den	 Mittelwert	 +	
Standardabweichung.	#p=0,0625;	n=5	
	
1h	 nach	 Bestrahlung	 ergibt	 sich	 bei	 den	 HDMEC-Zellen	 eine	 signifikante	 Abnahme	 der	
Apoptoserate	 der	 mit	 6Gy	 bestrahlten	 Zellen	 im	 Vergleich	 zur	 unbestrahlten	 Kontrolle.	
Darüber	 hinaus	 zeigt	 sich	 eine	 signifikante	 Abnahme	 von	 12Gy	 und	 6Gy	 gegenüber	 2Gy,	
sowie	von	12Gy	im	Vergleich	zu	6Gy.	Bei	den	Fibroblasten	induziert	die	Bestrahlung	mit	2Gy	
einen	signifikanten	Anstieg	der	Apoptoseaktivität	(Abb.	22).		





















































































signifikante	 Abnahme	 der	 Apoptose	 von	 12Gy	 im	 Vergleich	 zu	 6Gy,	 2Gy	 und	 zur	
unbestrahlten	Kontrolle	sichtbar	(Abb.	22).	
20h	 nach	 Bestrahlung	 zeigt	 sich	 bei	 HDMEC	 wiederum	 eine	 signifikant	 niedrigere	
Apoptoserate	 bei	 12Gy	 gegenüber	 der	 unbestrahlten	 Kontrolle,	 sowie	 eine	 signifikante	
Abnahme	 der	 Caspase-Aktivität	 von	 12Gy	 und	 6Gy	 im	 Vergleich	 zu	 2Gy.	 Dieselben	
signifikanten	Unterschiede	liegen	dabei	auch	bei	den	NHF-Zellen	vor	(Abb.	22).	
Insgesamt	ist	die	Tendenz	zu	erkennen,	dass	sowohl	bei	den	HDMEC-,	als	auch	bei	den	NHF-
















































beobachten.	Die	 Strahlenexposition	 induziert	 bei	 diesen	 Zellen	 einen	 signifikanten	Anstieg	
der	 Proteinexpression	 nach	 Bestrahlung	 mit	 6Gy	 und	 12Gy	 im	 Vergleich	 zu	 2Gy	 sowie	










steigender	 Strahlungsintensität	 einen	 kontinuierlichen	 Anstieg	 der	 HSP27-
Proteinkonzentration	 aufweisen.	 PCI	 9	 und	 PCI	 13	 zeigen	 dagegen	 einen	 Anstieg	 bis	 zur	
Strahlungsdosis	von	6Gy,	gefolgt	von	einer	Abnahme	bei	12Gy.		




12Gy	 gegenüber	 den	 Kontrollzellen	 zu	 erkennen.	 Der	 Anstieg	 von	 2Gy	 nach	 12Gy	 ist	
ebenfalls	 signifikant.	 Bei	 dieser	 Zelllinie	 ist	 die	 HSP27-Konzentration	 bei	 den	 mit	 12Gy	
bestrahlten	Zellen	im	Vergleich	zur	Kontrolle	um	den	Faktor	3,43	erhöht.		






































intrazelluläre	 HSP27-Konzentration	 von	 PCI	 52	 und	 68	 wird	 durch	 die	 Bestrahlung	 wenig	
beeinflusst.	



























































































































sehr	 signifikant	 (p=0,0079)	 höher	 als	 in	 HDMEC.	 Im	 Vergleich	 zu	 NHF	 ist	 die	 HSP27-
Konzentration	nach	Bestrahlung	mit	6Gy	in	PCI	1,	4,	9	und	68	signifikant	(p=0,0159)	erhöht	
(Abb.	26).	
Nach	 Bestrahlung	 mit	 12Gy	 zeigen	 sich	 signifikant	 (p=0,0079)	 erhöhte	 Werte	 gegenüber	

















































































Die	 Expression	 von	 phosphoryliertem	 HSP27	 ist	 insgesamt,	 ähnlich	 wie	 der	 Gehalt	 von	
normalem	HSP27,	bei	NHF	deutlich	höher	als	bei	den	HDMEC-Zellen.	Die	Fibroblasten	zeigen	
eine	 signifikant	 höhere	 Konzentration	 an	 Phospho-HSP27	 nach	 Bestrahlung	 mit	 6Gy	 im	
Vergleich	zur	Kontrolle,	bzw.	bei	6Gy	und	12Gy	gegenüber	den	mit	2Gy	bestrahlten	Zellen.	
















































































Die	 Menge	 an	 phosphoryliertem	 HSP27	 ist	 in	 PCI	 4	 nach	 Bestrahlung	 mit	 6Gy	 und	 12Gy	
signifikant	 gegenüber	 2Gy	 erhöht.	 Außerdem	 ist	 der	 Anstieg	 zwischen	 der	 unbestrahlten	
Kontrolle	bzw.	6Gy	und	12Gy	signifikant.		
Auch	bei	den	PCI	9-Zellen	 ist	 im	Vergleich	 zu	2Gy	und	der	Kontrolle	die	Konzentration	bei	
6Gy	und	12Gy	signifikant	höher.	
PCI	13	 zeigt	eine	 signifikant	erhöhte	Expression	von	Phospho-HSP27	bei	den	mit	2Gy,	6Gy	
und	12Gy	bestrahlten	 Zellen	 gegenüber	 der	 Kontrolle	 und	 einen	 signifikanten	Anstieg	 von	
2Gy	nach	6Gy.		



























































































































Zelllinien	 wiederum	 signifikant	 (p=0,0079)	 niedriger.	 Die	 Strahlenexposition	 mit	 6Gy	




einer	 signifikant	 (p=0,0159)	 niedrigeren	 Phospho-HSP27-Konzentration,	 ebenfalls	 im	






















































































Neben	 der	 höheren	 Expression	 von	 HSP27	 und	 Phospho-HSP27	 ist	 die	 Konzentration	 von	
HSP70	 bei	 den	 NHF-Zellen	 gegenüber	 den	 HDMEC-Zellen	 deutlich	 erhöht.	 Man	 erkennt	
einen	signifikanten	Anstieg	der	Proteinexpression	zwischen	der	unbestrahlten	Kontrolle	und	
den	 mit	 6Gy	 bestrahlten	 Zellen	 sowie	 eine	 signifikant	 erhöhte	 Konzentration	 nach	
Bestrahlung	mit	6Gy	und	12Gy	im	Vergleich	zur	Bestrahlungsdosis	von	2Gy.	Auf	die	HDMEC-






























































Bei	 den	 PCI-Zelllinien	 lässt	 sich,	 bis	 auf	 PCI	 52,	 eine	 ansteigende	 Tendenz	 der	 HSP70-
































Die	 basale	 HSP70-Konzentration	 in	 PCI	 1,	 9,	 13,	 52	 und	 68	 ist	 signifikant	 (p=0,0079)	
gegenüber	 HDMEC	 und	 NHF	 erhöht.	 Die	 Proteinexpression	 in	 PCI	 4	 und	 NHF	 ist	 darüber	
hinaus	signifikant	(p=0,0159)	gegenüber	HDMEC	gesteigert	(Abb.	33).		
Die	Bestrahlung	mit	2Gy	verursacht	eine	signifikant	(p=0,0079)	höhere	HSP70-Expression	in	








































































































































































Neben	 der	 chirurgischen	 Intervention	 und	 Chemotherapie	 stellt	 die	 Behandlung	 mit	
ionisierender	 Strahlung	 eine	 weitere	 Option	 im	 Therapiekonzept	 des	 oralen	
Plattenepithelkarzinoms	 dar	 [38,	 117].	 Die	 Anwendung	 externer	 Bestrahlung	 beruht	 im	
Wesentlichen	darauf,	direkte	Schäden	in	der	DNA	induzieren	zu	können	[118].	Dieser	Effekt	
wird	auf	die	Toxizität	von	ROS,	die	durch	die	Radiolyse	von	Wasser	entstehen,	zurückgeführt	
[90].	 Das	 Ziel	 dieser	 Therapieform	 ist	 daher	 die	 Abtötung	 der	 Tumorzellen	 bzw.	 die	
Verringerung	 der	 Tumorgröße	 bei	 inoperablen	 Erkrankungen	 [38].	 Darüber	 hinaus	 ist	 der	
Einfluss	 der	 Bestrahlungstherapie	 auf	 das	 Proliferationsverhalten	 der	 Tumorzellen	 ein	
wichtiger	 Faktor,	 der	 sowohl	 das	 Ansprechverhalten	 des	 Tumors	 auf	 die	 Bestrahlung,	 als	
auch	die	lokale	Tumorkontrolle	ungünstig	beeinflussen	kann	[119-121].		
Um	den	Einfluss	ionisierender	Strahlung	auf	die	Proliferation	von	Zellen	aus	gesundem	und	
HNSCC-Gewebe	 zu	 charakterisieren,	 wurde	 zum	 einen	 die	 absolute	 Zellzahl	 und	 zum	
anderen	 die	 DNA-Neusynthese	 nach	 Bestrahlung	 verglichen.	 In	 der	 hier	 durchgeführten	
Studie	zeigte	sich	96h	nach	der	Aussaat	bzw.	48h	nach	Bestrahlung	eine	insgesamt	deutlich	
höhere	 Zellzahl	 der	 Tumorzellen	 im	 Gegensatz	 zu	 den	 gesunden	 HDMEC-Zellen	 und	
Fibroblasten.	 Zwischen	 den	 OSCC-Zelllinien	 selbst	 war	 bei	 den	 unbestrahlten	 Kontrollen	
ebenfalls	 ein	 unterschiedliches	 Wachstumsverhalten	 festzustellen,	 welches	 durch	 die	
verschiedenen	 Primärherde,	 der	 unterschiedlichen	 Tumorklassifikation	 und	
histopathologischem	 Grading	 erklärt	 werden	 könnte.	 Nach	 Bestrahlung	 mit	 Einzeldosen	
zeigte	 sich	 bei	 allen	 Zelllinien,	 bis	 auf	 NHF,	 eine	 kontinuierliche	 Abnahme	 der	 absoluten	
Zellzahl	mit	zunehmender	Strahlungsdosis	(2Gy,	6Gy,	12Gy).	Ähnliche	Ergebnisse	lassen	sich	
auch	bei	zahlreichen	in	vitro	und	in	vivo	Studien	beobachten.	Huang	et	al.	zeigten	in	einer	in	
vitro	 Studie	 zur	 Radiosensitivierung	 von	 HNSCCs	 mittels	 EGFR-Blockade	 ebenfalls	 eine	
konstante	Abnahme	der	 unbehandelten	 Zellen	mit	 steigender	 Strahlungsdosis	 [122].	 Auch	
bei	 Aloy	 et	 al.	 fand	 eine	 konstante	 Abnahme	 des	 Anteils	 der	 lebenden	 Zellen	 bei	
unbehandelten	SQ20B	HNSCC-Zellen	statt	[92].	Eine	in	vivo	Studie	von	Rai	et	al.	beschäftigte	








absolute	 Zellzahl	 der	 OSCC-Zelllinien,	 was	 einer	 Abnahme	 der	 Tumorgröße	 in	 vivo	
entsprechen	 würde.	 Eine	 Studie	 von	 Haikonen	 et.	 al.	 beschäftigte	 sich	 mit	 dem	
Zusammenhang	der	Radiosensitivität	von	dermalen	Fibroblasten	und	HNSCC-Zellen,	welche	
jeweils	 vom	 selben	 Patienten	 gewonnen	 wurden.	 Tendenziell	 war	 zu	 erkennen,	 dass	 die	
Fibroblasten	eine	höhere	Radiosensitivität	aufwiesen	als	die	Tumorzellen	[124].	Diese	These	
würde	 die	 Beobachtung	 von	 Malaise	 et	 al.	 unterstützen,	 wonach	 die	 Gruppe	 der	
Fibroblasten	 eine	 höhere	 Radiosensitivität	 als	 die	 Mehrzahl	 menschlicher	 Tumorzellen	
aufweist	 [125].	Dagegen	zeigte	sich	bei	 	Dahlberg	et	al.	 in	vitro	 zwar	auch	eine	Korrelation	
zwischen	 der	 Radiosensitivität	 von	 Fibroblasten	 und	 Weichgewebssarkomzellen,	 welche	
wiederum	vom	selben	Patienten	gewonnen	wurden,	jedoch	waren	hierbei	die	Sarkomzellen	
radiosensitiver	gegenüber	den	Fibroblasten	[126].	Ein	ähnliches	Ergebnis	wurde	auch	in	der	
vorliegenden	 Studie	 gefunden.	 Wir	 konnten	 zeigen,	 dass	 bei	 Betrachtung	 der	 absoluten	
Zellzahlen	mit	zunehmender	Strahlungsdosis,	die	OSCC-Zelllinien	radiosensitiver	im	Vergleich	
zu	 den	 Fibroblasten	 waren.	 Bei	 NHF	 ist	 ein	 inhomogener	 Verlauf	 zu	 sehen	 und	 kein	
deutlicher	Abfall	der	absoluten	Zellzahl,	wohingegen	die	Zellzahlen	bei	den	Tumorzellen	mit	
steigender	 Strahlungsdosis	 und	 auch	 prozentual	 im	 Vergleich	 zur	 unbestrahlten	 Kontrolle	
deutlich	 abnehmen.	 Aufgrund	 der	 Korrelation	 zwischen	 der	 Radiosensitivität	 von	
Fibroblasten	 und	 des	 Ansprechens	 von	 Tumorzellen	 auf	 Bestrahlungstherapie,	wurde	 eine	
individualisierte	 Bestrahlungstherapie	 für	 Tumorpatienten,	 basierend	 auf	 der	 individuellen	
Radiosensitivität	der	Patienten-Fibroblasten,	vorgeschlagen	[127].	Die	Reaktion	der	HDMEC-
Zellen	 auf	 Bestrahlung	 wurde	 bereits	 in	 einer	 früheren	 Studie	 unserer	 Arbeitsgruppe	









zeigte	 sich	 ein	 Anstieg	 der	 Proliferation	 aller	 OSCC-Zelllinien	 bei	 Bestrahlung	 mit	 der	
geringen	Dosis	 von	2Gy.	Dieser	pro-proliferative	Effekt	würde	 in	 vivo	 das	Tumorwachstum	
begünstigen.	Ein	ähnlicher	pro-proliferativer	Effekt	bei	niedrigen	Bestrahlungsdosen	konnte	
von	 Liang	 et	 al.	 bei	 mesenchymalen	 Rattenstammzellen	 nachgewiesen	 werden.	 Die	
Strahlung	 führte	 hierbei	 zu	 einer	 Hochregulierung	 des	 MAPK/ERK	 (extracellular-signal-
regulatet	kinases)	Signalwegs,	welcher	eine	wichtige	Rolle	beim	Zellwachstum	spielt	 [129].	
Ähnliche	positive	Einflüsse	von	geringen	Strahlungsdosen	 zeigten	 sich	bei	 Suzuki	 et	 al.	mit	
humanen	 diploiden	 Zellen	 und	 Zellen	 eines	 Lungenkarzinoms	 [130],	 bei	 Kim	 et	 al.	 mit	
Lungenfibroblasten	[131]	und	Korystov	et.	al.	mit	Hamsterfibroblasten	[132].	Bei	einer	Studie	
von	 Schmidt-Ulrich	 et	 al.	 konnte	 man	 die	 Induktion	 der	 Proliferation	 bei	 Brustkrebs-	
Plattenepithelkarzinomzellen	 nach	 Bestrahlung	 mit	 therapeutischen	 Dosen	 beobachten.	
Zurückgeführt	 wurde	 dieser	 Effekt	 auf	 die	 Phosphorylierung	 von	 epidermal	 growth	 factor	
receptor	 (EGFR).	 Dieser	 Vorgang	 hat	 Einfluss	 auf	 wichtige	 Komponenten	 proliferativer	
Signalwege	 und	 führte	 in	 Folge	 zur	 Hochregulierung	 der	 MAPK	 und	 somit	 zu	 einer	
gesteigerten	 Proliferation	 [133].	 Vala	 et	 al.	 untersuchten	 den	 Effekt	 von	 geringen	
Strahlungsdosen	 auf	 tumorangrenzende	 gesunde	 Gewebe.	 Sie	 konnten	 nachweisen,	 dass	
derartig	 geringe	 Bestrahlungsdosen	 (≤0,8Gy)	 die	 Migration	 von	 Endothelzellen	 steigern,	
ohne	Auswirkungen	auf	 die	 Proliferation	und	das	Überleben	der	 Zellen	 zu	haben.	 In	 einer	
Studie	mit	Zebrafischen	förderte	die	Bestrahlung	mit	geringen	Dosen	die	Angiogenese.	Nach	




Endothelzellen	 [134].	 Einen	 ähnlichen	 Effekt	 konnte	 man	 auch	 in	 unserem	 Modell	
beobachten.	 Schon	 die	 geringste	 Bestrahlungsdosis	 (2Gy)	 geht	 mit	 einer	 Abnahme	 der	
Proliferationsrate	der	HDMEC-Zellen	einher.	Bei	den	Tumorzellen	dagegen	verhinderten	erst	
hohe,	 adäquate	 Bestrahlungsdosen	 die	 pro-proliferativen	 Effekte	 niedriger	 Dosen.	 Hieraus	
lässt	 sich	 erkennen,	 dass	 für	 eine	 erfolgreiche	 Tumortherapie	 sowohl	 eine	 ausreichende	






und	 HDMEC	 im	 Vergleich	 zu	 den	 OSCC-Zelllinien	 untersucht	 werden.	 Im	 Resazurin-Assay	
zeigte	 sich	 ein	 stärkerer	 Anstieg	 der	 Zellviabilität	 der	 Tumorzellen	 mit	 zunehmendem	
Zeitabstand	 zur	 Bestrahlung	 verglichen	 mit	 den	 gesunden	 NHF-	 und	 HDMEC-Zellen.	
Während	 bei	 den	 Fibroblasten	 und	 Endothelzellen	 bereits	 nach	 8h	 ein	 Plateau	 erreicht	
wurde	 und	 nach	 20h	 nur	 eine	 sehr	 geringfügig	 höhere	 Viabilität	messbar	war,	wiesen	 die	
Tumorzelllinien,	v.a.	PCI	13,	einen	deutlich	steileren	Anstieg	auf.	Bei	den	OSCC-Zellen	findet	
im	 Vergleich	 zu	 den	 gesunden	 Zellen	 also	 eine	 stärkere	 Erholung	 der	 Zellen	 mit	
zunehmendem	 zeitlichen	 Abstand	 zur	 Bestrahlung	 statt.	 In	 vivo	 würde	 dieser	 Effekt	
bedeuten,	 dass	 das	 Tumorwachstum	begünstigt	wird,	 je	 länger	 die	 Zeitabstände	 zwischen	
den	Bestrahlungsterminen	angesetzt	werden.		
Ähnliche	Beobachtungen	wurden	 in	verschiedenen	Studien	beschrieben.	Die	prognostische	
Relevanz	 der	 Zellrepopulation	 bei	 HNSCCs	 wurde	 sowohl	 in	 experimentellen,	 als	 auch	
klinischen	Untersuchungen	evaluiert	und	nachgewiesen	 [135].	Bereits	1988	 stellte	Withers	
et	al.	eine	klinische	Korrelation	zwischen	der	Zeitspanne	der	Bestrahlung	und	deren	Effekt	
bei	 HNSCCs	 fest.	 Diese	 umfassende	 retrospektive	 Studie	 zeigte	 eine	 verringerte	
Tumorkontrolle	mit	einer	insgesamt	steigenden	Dauer	der	Bestrahlungstherapie	[136].	Auch	
Fowler	et	al.	zeigten	einen	signifikanten	Verlust	der	lokoregionalen	Tumorkontrolle	bei	einer	
Verteilung	 der	 gleichen	 Gesamtdosis	 auf	 einen	 längeren	 Zeitraum	 auf	 [119].	 Ähnliche	
Ergebnisse	 finden	 sich	 bei	 Bourhis	 et	 al.	 [135],	 Fu	 et	 al.	 [137],	Overgaard	 et	 al.	 [138]	 und	
Maciejewski	 et	 al.	 [139]	 jeweils	 auch	 bei	 Karzinomen	 des	 Kopf-Hals-Bereiches.	 Es	 wurde	
daher	vorgeschlagen,	die	Bestrahlungstherapie	bei	HNSCCs	ohne	unnötige	Unterbrechungen	
und	 in	der	kürzest	möglichen	Zeitspanne	durchzuführen	[139].	Neben	der	reinen	zeitlichen	
Komponente	 scheint	 aber	 auch	 eine	 hyperfraktionierte	 Bestrahlung	 einen	 positiven	 Effekt	
auf	 die	 Tumorkontrolle	 zu	 besitzen	 [135,	 137].	 Hierbei	 wird	 die	 gleichbleibende	











Die	 Apoptose	 ist	 eine	 Form	 des	 physiologischen	 Zelltodes,	welche	 durch	 die	 Aktivität	 von	
Caspasen	vermittelt	wird.	Sie	spielt	eine	wichtige	Rolle	in	vielen	Organismen	und	scheint	ein	
ausschlaggebender	Faktor	beim	bestrahlungsinduzierten	Zelltod	zu	sein	[140].	Apoptotische	
Effekte	 können	 sowohl	 über	 einen	 rezeptorvermittelten	 Signalweg,	 als	 auch	 durch	 den	
mitochondrialen	Signalweg	induziert	werden.	Viele	pro-	und	anti-apoptotische	Proteine	sind	
darüber	hinaus	bei	der	Regulation	dieser	Prozesse	beteiligt	[141].		
Einige	 Studien	 zeigen	den	Anstieg	der	Apoptoseaktivität	mit	 steigender	Bestrahlungsdosis.	
So	war	bei	Aloy	et	al.	 eine	deutlich	höhere	Apoptoseaktivität	 von	 Jurkat	Zellen	nach	einer	
Bestrahlung	 mit	 10Gy	 im	 Vergleich	 zur	 unbestrahlten	 Kontrolle	 zu	 finden	 [92].	 Auch	 bei	
Hadchity	 et	 al.	 war	 die	 Caspaseaktivität	 von	 HNSCC	 SQ20B	 Zellen	 im	 Vergleich	 zu	 den	
unbestrahlten	 Zellen	 nach	 Bestrahlung	 mit	 10Gy	 deutlich	 höher	 [114].	 Auch	 bei	 vielen	
weiteren	Krebsformen,	z.B.	bei	Brustkrebszellen,	konnte	die	Induktion	der	Apoptose	mittels	
steigender	Bestrahlungsintensitäten	nachgewiesen	werden	[142].	In	unserem	Modell	konnte	
dagegen	 überraschenderweise	 keinerlei	 Apoptoseaktivität	 der	 Tumorzelllinien	 festgestellt	
werden.	Dabei	muss	man	berücksichtigen,	dass	auch	einige	nicht-apoptotische	Ursachen	für	
den	physiologischen	Zelltod	in	Frage	kommen.	So	kann	es	neben	der	Apoptose	zu	Nekrosen,	
Mitosetod,	 Autophagozytose	 und	 Zellseneszenz	 kommen	 [143].	 Nekrose	 ist	 eine	 zelluläre	
Reaktion	nach	starken	toxischen	Einwirkungen	auf	eine	Zelle.	Die	Morphologie	der	Zelle	bei	
Nekrose	 ist	dabei	durch	zytoplasmatische	Vakuolisierung,	Degeneration	der	Zellorganellen,	
Schäden	 der	 Membranlipide,	 sowie	 Anschwellen	 der	 Zellen	 und	 anschließende	 Ruptur	
charakterisiert	[143,	144].	Frame	et	al.	analysierten	in	einer	Studie	den	Einfluss	von	externer	
Bestrahlung	und	Photodynamischer	 Therapie	 (PDT)	 auf	 Zellen	 von	Prostatakrebspatienten.	
PDT	 induzierte	 Nekrose	 und	 Autophagozytose,	 die	 Bestrahlung	 dagegen	 vornehmlich	
Zellseneszenz.	 Keiner	 der	 beiden	 Therapieformen	 induzierte	 dabei	 jedoch	Apoptose	 [145].	
Bei	 Rubner	 et	 al.	 war	 ein	 deutlich	 höherer	 Anteil	 an	 Zellnekrosen	 als	 an	 apoptotischen	
Glioblastomzellen	 nach	 Bestrahlung	 zu	 beobachten	 [146].	 In	 Krebszellen,	welche	 resistent	
gegenüber	 verschiedenen	 Apoptosestimuli	 sind,	 scheint	 die	 Autophagozytose	 nach	
Bestrahlung	erhöht	zu	sein.	Kim	et	al.	untersuchten	den	Zusammenhang	zwischen	Apoptose	
und	 Autophagozytose	 in	 Lungenkrebszelllinien.	 Dabei	 zeigte	 sich	 eine	 Radiosensitivierung	
der	Zellen	nach	Inhibition	der	Apoptosekaskade	durch	eine	Zunahme	der	Autophagozytose	
[147].	 Nach	 Bestrahlung	 mit	 15Gy	 zeigte	 sich	 bei	 Chen	 et	 al.	 in	 Ileumzellen	 von	Mäusen	
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neben	 der	 Apoptose	 auch	 Autophagozytose	 und	Nekrose.	 Dabei	machte	 die	 Nekrose	 den	
größten	 Anteil	 aus	 [148].	 In	 einer	 Studie	 von	 Roberg	 et	 al.	 konnte	man	 die	 Zunahme	 der	
Nekrose	von	OSCC-Zelllinien	mit	zunehmenden	Bestrahlungsdosen	(>20Gy),	sowie	eine	sehr	
geringe	Caspase-Aktivität	bei	niedrigeren	Dosen	beobachten.	Bei	dieser	Studie	wurden	drei	
verschiedene	 OSCC-Zelllinien	 untersucht,	 wobei	 eine	 davon	 nach	 der	 Strahlenexposition	
wiederum	keine	Anzeichen	von	Apoptose	aufwies.	Bei	weiteren	Tests	zeigte	sich	bei	dieser	
Zelllinie	eine	hohe	Expression	von	Proteinen	der	Bcl-2	Familie	und	Survivin	[141].		
Bei	 verschiedenen	 Tumorzelllinien	 hatte	 die	 Inhibierung	 der	 Apoptose	 jedoch	 nur	 einen	
kleinen	 oder	 keinen	 Effekt	 auf	 das	 Überleben	 der	 Zellen	 nach	 Bestrahlungstherapie.	 Es	
scheint,	 dass	 ein	 Rückgang	 der	 Apoptose	 durch	 einen	 Anstieg	 von	 Zellseneszenz	 und	 den	
Zelltod	durch	aberrante	Mitose	 (Mitotische-Katastrophe)	kompensiert	wird	 [149].	Ähnliche	
Prozesse	 könnten	 auch	 die	 Beobachtungen	 in	 unserem	 Modell	 erklären.	 Es	 fand	 ein	
deutlicher	Rückgang	der	Tumorzellzahl	 statt,	obwohl	 keine	Caspase-Aktivität	messbar	war.	
Die	 genannten	 nicht-apoptotischen	 Ursachen	 für	 den	 physiologischen	 Zelltod	 stehen	 in	
keiner	 Verbindung	mit	 der	 Apoptosekaskade.	 Derartige	 Prozesse	wären	 somit	 im	 Caspase	
3/7-Assay	nicht	messbar.	Darüber	hinaus	 existieren	Apoptosemechanismen,	wie	 z.B.	DNA-
Fragmentierung,	 oder	 die	 durch	 apoptosis	 inducing	 factor	 (AIF)-vermittelte	 Apoptose,	 die	
unabhängig	 von	 einer	 Caspase-Aktivierung	 ablaufen	 können	 [150-153].	 Solche	 Prozesse	
wären	ebenfalls	nicht	mit	unserem	durchgeführten	Caspase	3/7-Assay	detektierbar.	
Bei	 den	 HDMEC-	 und	 NHF-Zellen	 zeigte	 sich	 in	 unserem	 Modell	 zuerst	 ein	 Anstieg	 der	
Apoptoseaktivität	 nach	 der	 Bestrahlung	mit	 2Gy,	 gefolgt	 von	 einer	 Abnahme	bei	 6Gy	 und	
12Gy.	 Besonders	 nach	 der	 Bestrahlung	mit	 12Gy	war	 bei	 beiden	 Zelltypen	 nur	 noch	 sehr	
wenig	oder	gar	keine	Caspaseaktivität	messbar.	Insgesamt	war	auch	ein	leichter	Anstieg	mit	
zunehmender	Zeit	(1h,	8h,	20h)	feststellbar.		
Ein	 ähnlicher	 Effekt	 war	 bei	 einer	 Studie	 von	 Cmielova	 et	 al.	 mit	 embryonalen	 diploiden	
Fibroblasten,	 welche	 aus	 der	 Lunge	 gewonnen	 wurden,	 auszumachen.	 Hierbei	 war	 nach	
einem	Tag	die	Menge	an	apoptotischen	Zellen	nach	der	Bestrahlung	mit	2Gy	höher,	als	nach	
einer	 Strahlungsdosis	 von	 6Gy.	 Ein	 Anstieg	 der	 Apoptoseaktivität	 mit	 zunehmender	
Zeitdauer	(1	Tag,	3	Tage,	6	Tage)	war	ebenfalls	zu	verzeichnen	[154].	Langley	et	al.	stellten	














Um	 eine	 mögliche	 Korrelation	 zwischen	 der	 Hitzschockproteinexpression	 und	 der	
Radiosensitivität	sowie	zwischen	gesundem	und	Tumorgewebe	zu	charakterisieren,	wurden	
bei	 NHF,	 HDMEC	 und	 den	 OSCC-Zelllinien	 ein	 antikörperbasierter	 Sandwich-ELISA	
durchgeführt.	 In	 der	 hier	 durchgeführten	 Studie	 waren	 die	 basalen	 Expressionswerte	 von	




niedrigere	 (5-80%	 HSP27-positive	 Zellen)	 HSP27-Expressionswerte,	 wohingegen	 bei	 den	
anderen	 26	 Tumoren	 die	 Expressionswerte	 erhöht	 (>80%	 HSP27-positive	 Zellen)	 waren	
[101].	 Die	 Konzentration	 an	 HSP27	 wird	 oft	 mit	 dem	 histopathologischen	
Entdifferenzierungsgrad	 in	 Verbindung	 gebracht.	 So	 zeigten	 sich	 in	 einigen	 Studien	 die	
niedrigsten	 Expressionswerte	 bei	 schlecht	 differenzierten	 oralen	 Plattenepithelkarzinomen	
[91,	 161,	 162].	 Passend	 dazu	war	 in	 unseren	Untersuchungen	 die	 niedrigste	 intrazelluläre	
Konzentration	an	HSP27	bei	PCI	13,	einer	 schlecht	differenzierten	Tumorzelllinie,	messbar.	
Außerdem	waren	 verschiedene	 Konzentrationen	 von	 Hitzschockproteinen,	 unter	 anderem	
HSP27,	mit	verschiedenen	Phasen	der	Karzinogenese	assoziierbar	[163].	Es	scheint,	dass	die	
HSP27	 Konzentration	 von	 individuellen	 Faktoren	 wie	 histopathologischem	 Grading,	
Primärherd	oder	Tumorstadium	abhängig	ist.	Insgesamt	ist	das	Expressionsniveau	von	HSP27	
in	 vielen	 Tumorerkrankungen,	 ähnlich	wie	 in	 unseren	 Zelllinien,	 erhöht.	 Bei	Wan-Yu	 et	 al.	
wurde	 HSP27	 als	 eines	 von	 41	 überexprimierten	 Proteinen	 in	 OSCCs	 identifiziert	 [96].	





die	 HSP27-Proteinexpression	 in	 verschiedenen	 Zellen	 nachweisen.	 So	 führte	 die	 einmalige	
Strahlenexposition	mit	 zunehmender	 Strahlungsintensität	 zu	 einer	 höheren	 Konzentration	
und	weiter	 ansteigenden	Werten	 in	 allen	 Zelllinien,	 nur	 PCI	 9,	 PCI	 13	 und	 PCI	 52	 zeigten	







verschiedenen	 Eigenschaften	 verbunden,	 die	 bei	 einer	 Bestrahlungstherapie	 protektiv	
wirken	können.	So	wird	ihnen	eine	starke	anti-apoptotische	Wirkung	zugeschrieben	[69,	92,	
114].	Die	anti-apoptotischen	Effekte	werden	von	phophoryliertem	und	unphosphoryliertem	
HSP27	 durch	 verschiedene	 Mechanismen	 erreicht	 [172].	 Normales	 HSP27	 kann	 die	
Aktivierung	 von	 Procaspase-3	 und	 Procaspase-9	 verhindern	 und	 die	 Freisetzung	 von	
Cytochrom	c	unterbinden.	Dadurch	wird	der	Ablauf	der	Apoptosekaskade	und	die	allgemein	
Caspase-vermittelte	Apoptose	maßgeblich	gestört	[173-175].	Phospho-HSP27	kann	dagegen	
die	 death	 domain	 associated	 protein	 (Daxx)-vermittelte	 Apoptose	 verhindern	 oder	 den	
überlebensfördernden	PI3K/Akt-Signalweg	stimulieren	 [172].	Dieser	Zusammenhang	wurde	
in	 verschiedenen	 Studien	 bestätigt.	 Bei	 Aloy	 et	 al.	 ließ	 sich	 eine	 Abnahme	 der	
Caspaseaktivität	nach	Hochregulierung	von	HSP27	in	Jurkat-Zelllinien	und	eine	Zunahme	der	
Caspaseaktivität	 nach	 Inhibierung	 von	 HSP27	 in	 OSCC-Zelllinien	 nach	 Bestrahlung	
beobachten	[92].	Ein	ähnliches	Ergebnis	zeigte	sich	bei	Hadchity	et	al.	[114].	Teimourian	et	
al.	konnten	einen	Zusammenhang	von	HSP27	und	der	Apoptose	nach	Bestrahlungstherapie	
beim	 Prostatakarzinom	 nachweisen.	 In	 dieser	 Studie	 war	 ein	 Anstieg	 der	 Apoptose	 nach	
HSP27	Inhibierung	zu	erkennen	[176].		
Des	Weiteren	kann	HSP27,	 insbesondere	Phospho-HSP27,	mit	Akt	 interagieren	und	so	den	
PI3K/Akt-Signalweg	 stimulieren.	 Durch	 die	 Bindung	 von	 HSP27	 an	 Akt	 kommt	 es	 zu	 einer	
Konformationsänderung,	 welche	 für	 die	 Phosphorylierung	 durch	 PI3K	 und	 somit	 die	




über	 den	 Zellzyklus,	 Überleben	 und	 Proliferation	 der	 Zelle	 [179].	 Hadchity	 et	 al.	 konnten	
nach	 Bestrahlung	 eine	 Abnahme	 der	 Akt-Aktivierung	 durch	 die	 Inhibierung	 von	 HSP27	 in	
OSCC-Zellen	beobachten	[114].	Li	et	al.	konnten	einen	Einfluss	von	Phospho-HSP27	und	die	
damit	 verbundene	 Phosphorylierung	 von	 Akt	 auf	 die	 Apoptose	 von	 Glioblastomzellen	
nachweisen	 [178].	 Nach	 Chen	 et	 al.	 hat	 Phospho-HSP27,	 vermittelt	 durch	 den	 PI3K-Akt-
Signalweg,	 einen	 großen	 Einfluss	 auf	 die	 Proliferation	 von	 venösen	 Endothelzellen	 [180].	
Dieser	Zusammenhang,	zwischen	der	erhöhten	Expression	von	HSP27	und	phosphoryliertem	
HSP27	 und	 der	 Hemmung	 der	 Apoptose	 bzw.	 Förderung	 der	 Proliferation,	 könnte	 daher	
auch	 mit	 der	 in	 unserer	 Studie	 nicht	 messbaren	 Apoptoseinduktion	 der	 Tumorzelllinien	
zusammenhängen.	
Einen	weiteren	Ansatz	 untersuchten	Guttmann	 et.	 al..	 In	 dieser	 Studie	wurde	 der	 Einfluss	
von	 HSP27	 auf	 die	 Reparatur	 von	 strahlungsinduzierten	 DNA-Schäden	 in	 HNSCC-Zelllinien	
nachgewiesen.	 Zellen,	 in	 denen	 HSP27	 inhibiert	 wurde,	 zeigten	 nach	 der	 Bestrahlung	
weniger	 Reparaturaktivitäten	 als	 Zellen	mit	 HSP27.	 Zurückgeführt	wurde	 dieser	 Effekt	 auf	
den	Einfluss	auf	das	DNA-Reparaturprotein	ATM	[181].	Auch	Mori	et	al.	beobachteten	einen	




HSP27	 kann	 apoptotische	 Vorgänge	 inhibieren	 und	 pro-proliferative	 Effekte	 durch	 die	
Aktivierung	des	PI3K/Akt-Signalwegs	 induzieren.	Daher	könnten	auch	die	pro-proliferativen	
Effekte	 der	 PCI-Zelllinien	 nach	 geringen	 Strahlungsdosen,	 sowie	 die	 nicht	 messbare	
Apoptose	 im	 Caspase	 3/7-Assay	 in	 Verbindung	 mit	 den	 eher	 erhöhten	 HSP27-
Konzentrationen	der	Tumorzellen	in	Verbindung	stehen.		
Weiterhin	verändert	die	 stressinduzierte	Phosphorylierung	die	Funktion	von	HSP27,	 indem	
phospho-HSP27	 die	 Degeneration	 von	 Aktinfilamenten	 verhindert	 und	 so	 das	 Zytoskelett	
stabilisiert	 [183].	 In	 unserer	 Studie	 zeigte	 NHF	 die	 höchsten	 basalen	 phospho-HSP27-
Expressionswerte.	Fibroblasten	sind	maßgeblich	am	Wundheilungsprozess	beteiligt	und	ein	
hoher	 Gehalt	 an	 intrazellulärem	 phospho-HSP27	 ist	 Voraussetzung	 für	 die	 korrekte	
Kontraktion	der	Wunde,	was	in	einer	Studie	von	Hirano	et	al.	demonstriert	wurde	[184].	Im	









Neben	 HSP27	 und	 Phospho-HSP27	 wurde	 auch	 die	 intrazelluläre	 HSP70-Konzentration	
bestimmt,	um	Rückschlüsse	auf	eine	mögliche	Korrelation	zwischen	der	Expression	und	der	
Radiosensitivität	der	HDMEC-,	NHF-	und	der	OSCC-Zellen	ziehen	zu	können.	
Ähnlich	 wie	 schon	 bei	 HSP27	 wiesen	 die	 Tumorzelllinien,	 bis	 auf	 PCI	 4,	 deutlich	 höhere	
basale	 Expressionswerte	 an	 HSP70	 im	 Vergleich	 zu	 den	 gesunden	 HDMEC-	 und	
Fibroblastenzellen	 auf.	 Andere	 Studien	 bestätigten	 bereits	 diese	 Beobachtung.	 So	 fanden	
sich	hohe	HSP70-Konzentrationen	in	Brustkrebsbiopsien	[186],	beim	Endometriumkarzinom	
[187],	 Lungenkrebs	 [188]	 und	 weiteren	 malignen	 Tumoren	 [189,	 190].	 Kaur	 et	 al.	
untersuchten	 die	 Korrelation	 zwischen	 der	 HSP70	 Expression	 und	 der	 Karzinogenese	 von	
OSCCs.	 Die	 Ergebnisse	 zeigten	 einen	 ansteigenden	 HSP70-Spiegel	 von	 der	 normalen	
Mundhöhlenmukosa	 über	 dysplastische	 Läsionen	 bis	 letztendlich	 zum	 oralen	
Plattenepithelkarzinom	[191].		




z.B.	 Nährstoffmangel,	 zytotoxische	 Medikamente	 oder	 ionisierende	 Strahlung	 angeregt	
[192].		
Bei	Rubner	et.	al.	führte	eine	externe	Bestrahlung	von	Glioblastomzellen	zu	einer	signifikant	
höheren	HSP70-Konzentration	 im	Vergleich	 zu	 unbestrahlten	 Zellen	 [146].	 Schunemann	et	
al.	 konnten	 ebenfalls	 einen	 Anstieg	 nach	 Bestrahlung	 in	 Glioblastomzelllinien	 feststellen	
[87].	 Bei	 einer	 Studie	 von	 Sierra-Rivera	 et	 al.	 mit	 Ovarzellen	 von	 Hamstern	 führten	 nicht	
letale	Bestrahlungsdosen	zu	höheren	HSP70-Konzentrationen	im	Cytosol	[193].	Gehrmann	et	
al.	wiesen	ein	erhöhtes	Level	an	membrangebundenem	HSP70	in	Zellen	vom	Kolonkarzinom	
und	 Pankreaskarzinom	 nach	 einer	 Bestrahlung	 mit	 10Gy	 nach.	 Deshalb	 wurde	 vermutet,	




et	 al.	 konnten	 eine	 Zunahme	 an	 membrangebundenem	 HSP70	 in	 HNSCC-Zellen	 nach	
Bestrahlung	 feststellen	 [194].	 In	 Tumorgeweben	 scheint	 zumeist	 ein	 Anstieg	 der	 HSP70	
Konzentration	mit	externer	Bestrahlung	einherzugehen.	In	gesunden	Geweben	gibt	es	aber,	
ähnlich	 wie	 in	 unserem	 Modell,	 recht	 unterschiedliche	 Ergebnisse.	 Tavassol	 et	 al.	
untersuchten	die	HSP70-Expression	in	Gefäßen	der	Kopf-Hals-Region	nach	Bestrahlung	und	
Radiochemotherapie.	 Die	 Radiochemotherapie	 führte	 dabei	 zu	 einer	 erhöhten	 HSP70-





Caspase-abhängige,	 sowie	 die	 Caspase-unabhängige	 Apoptose	 gehemmt	 werden	 oder	 die	
Expression	von	Regulatorproteinen	der	Apoptose	gesteuert	werden	[196,	197].	HSP70	kann	
direkt	an	AIF	binden	und	so	die	Translokation	 inhibieren.	Dadurch	wird	die	AIF-vermittelte	
Chromatin-Kondensation	 gehemmt	 und	 so	 die	 Apoptose	 verhindert	 [198,	 199].	Weiterhin	
kann	HSP70	mit	Endonuklease	G	 (EndoG)	 interagieren	und	 somit	 die	DNA-Fragmentierung	
als	einen	weiteren	Caspase-unabhängigen	Apoptosemechanismus	verhindern	 [200].	HSP70	
spielt	 darüber	 hinaus	 eine	 Rolle	 bei	 der	 Funktion	 pro-	 und	 anti-apoptotischer	 Proteine.	
Durch	 die	 Bindung	 mit	 mutiertem	 p53	 wird	 die	 Transkription	 von	 Bcl-2,	 einem	 anti-
apoptotischen	 Protein,	 gefördert	 und	 so	 die	 Apoptose	 gehemmt	 [94].	 Darüber	 hinaus	
verhindert	 die	 Bindung	 von	 HSP70	 an	 Bax,	 einem	 pro-apoptotischen	 Protein,	 dessen	





hsp70.3	 für	 induzierbares	 HSP70	 fehlten,	 deutlich	 sensitiver	 gegenüber	 apoptotischen	
Reizen	 waren	 [93].	 Schunemann	 et	 al.	 stellten	 ebenfalls	 einen	 Zusammenhang	 zwischen	










folgerten	Kaur	et	 al.,	 dass	HSP70	 für	die	Proliferation	und	das	Überleben	von	OSCC-Zellen	
notwendig	zu	sein	scheint	[207].	
Darüber	hinaus	hat	sich	gezeigt,	dass	HSP70	die	Viabilität	von	Krebszellen	fördert,	indem	es	
die	 lysosomale	 Integrität	 schützt.	 HSP70	 verhindert	 eine	 Permeabilität	 der	
Lysosomenmembran	und	unterbindet	so	die	Freisetzung	von	Lysosomenbestandteilen,	 z.B.	
eine	 Gruppe	 von	 Proteasen,	 die	 im	 Apoptosemechanismus	 involviert	 sind,	 in	 das	 Zytosol	
[208,	209].		
Ähnlich	 wie	 HSP27	 kann	 auch	 HSP70	 sowohl	 die	 Apoptose	 stark	 beeinflussen,	 als	 auch	
positive	Effekte	auf	die	Proliferation	und	Viabilität	 von	Zellen	ausüben.	 Somit	 könnten	die	
hohen	Expressionswerte	von	HSP70	der	Tumorzelllinien	in	unserem	Modell	neben	der	nicht	




Bestrahlung,	 die	 nicht	 alleine	 auf	 eine	 Reduktion	 der	 Proliferation	 oder	 eine	
Aktivitätszunahme	von	Caspase	3/7	zurückzuführen	war.	Pro-proliferative	Effekte	niedriger	
Bestrahlungsdosen	 konnten	 erst	 durch	 die	 Applikation	 höherer	 Dosen	 verhindert	werden.	
Dadurch	wurden	aber	auch	physiologische	Prozesse	initiiert,	wie	die	Expression	von	HSP70,	
HSP27	und	dessen	Phosphorylierung.	Diese	Proteine	können	anti-apoptotisch	wirken	und	die	
Proliferation	 und	 Viabilität,	 v.a.	 von	 Tumorzellen,	 fördern.	 Diese	 Hitzeschockproteine	
könnten	 die	 Caspase-vermittelte	 Apoptose	 in	 Folge	 der	 Bestrahlung	 der	 OSCC-Zelllinien	
verhindert	haben	und	so	das	Gleichgewicht	auf	alternative	nicht-apoptotische	Ursachen	des	
physiologischen	 Zelltodes	 verlagert	 haben.
Die	einmalige	Bestrahlung	und	die	damit	verbundene	Zunahme	der	HSP27-,	Phospho-HSP27-	
und	HSP70-Konzentration	in	den	OSCC-Zelllinien	könnte	bei	erneuter	Bestrahlung	protektiv	







Wachstumsverhalten,	 Proliferation,	 Apoptose	 und	 die	 Expression	 der	 Hitzeschockproteine	
HSP27,	 Phospho-HSP27	 und	 HSP70	 in	 Zelllinien	 von	 oralen	 Plattenepithelkarzinomen	 und	
Zellen	 der	 kutanen	Wundheilung	 (HDMEC,	 NHF)	 in	 vitro	 untersucht.	 Ein	 wesentliches	 Ziel	
dieser	 Arbeit	 stellte	 darüber	 hinaus	 der	 Vergleich	 von	 Krebszellen	 und	 gesunden	 Zellen	
hinsichtlich	 der	 Reaktion	 auf	 verschiedene	 Bestrahlungsdosen	 dar,	 um	 mögliche	
Assoziationen	 mit	 Veränderungen	 der	 intrazellulären	 Zusammensetzung	 von	
Hitzeschockproteinen	zu	charakterisieren.	




Bei	 genauerer	 Analyse	 des	 Einflusses	 externer	 Bestrahlung	 auf	 das	 Proliferationsverhalten	
der	 Tumorzellen	 stellte	 sich	 jedoch	 heraus,	 dass	 die	 Abnahme	 der	 Zellzahl	mit	 steigender	
Strahlungsdosis	nicht	alleine	auf	die	Abnahme	der	Proliferation	zurückgeführt	werden	kann.	
Die	 geringe	 Dosis	 von	 2Gy	 verursachte	 signifikant	 pro-proliferative	 Effekte	 in	 allen	 OSCC-
Zelllinien,	 was	 in	 vivo	 das	 Tumorwachstum	 begünstigen	 würde.	 Zusammen	 mit	 dem	
schnelleren	 Anstieg	 der	 Zellviabilität	 mit	 zunehmenden	 Abstand	 zur	 Bestrahlung	 der	
Tumorzellen	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Zellen	 der	 kutanen	 Wundheilung	 impliziert	 diese	
Beobachtung,	 dass	 bei	 der	 Strahlentherapie	 von	 oralen	 Plattenepithelkarzinomen	 sowohl	
eine	 adäquate	 Dosis	 gewählt	 werden	 muss,	 als	 auch	 die	 Zeitabstände	 zwischen	 den	
Bestrahlungsterminen	möglichst	kurz	gehalten	werden	sollten.		
Darüber	 hinaus	wurden	durch	die	Bestrahlung	 aber	 auch	physiologische	Prozesse,	wie	die	
Expression	 der	 Hitzeschockproteine	 HSP70,	 HSP27	 und	 dessen	 Phosphorylierung	 initiiert.	
Diese	 Proteine	 besitzen	 anti-apoptotische	 Eigenschaften	 und	 können	die	 Proliferation	 und	
Viabilität,	 v.a.	 von	 Tumorzellen,	 fördern.	 Dieser	 Effekt	 könnte	 sowohl	 mit	 der	 nicht	
messbaren	 Apoptoseaktivität,	 als	 auch	 der	 höheren	 Viabilität	 der	 Tumorzelllinien	 in	
Verbindung	 stehen.	 Die	 einmalige	 Bestrahlung	 und	 die	 damit	 verbundene	 Zunahme	 der	
Hitzeschockproteinkonzentration	 in	 den	 OSCC-Zelllinien	 könnte	 bei	 erneuter	 Bestrahlung	

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































den	 Laborarbeiten	 und	 die	 ausgezeichnete	 Betreuung	 während	 des	 gesamten	
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